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Parte I





1.1 Struttura e attività del Nerve Growth Factor
La proteina Nerve Growth Factor (NGF) o fattore di crescita nervoso,scoperta da Rita Levi
Montalcini nel 1951 [1] costituisce il capostipite della famiglia delle neurotroﬁne. Il gene del
βNGF umano è localizzato sul braccio corto del cromosoma 1 (1p22) e codiﬁca per un polipetide
di 307 amminoacidi (preproNGF). La proteina matura è formata da 118 amminoacidi e si
presenta come un omodimero legato da forze di natura non covalente (βNGF) ﬁg. 1.1 [2] Il
nome βNGF deriva dall'NGF murino, il quale è maggiormente espresso nelle ghiandole salivari
submascellari e nella placenta. Nella struttura del βNGF ritroviamo prevalentemente strutture
a dominio β, infatti ci sono sette ﬁlamenti che costituiscono tre paia di ﬁlamenti antiparalleli.
Questi ﬁlamenti sono connessi fra di loro tramite una serie di loop altamente ﬂessibili nei quali
risiede la maggior parte delle sequenze variabili tra i membri della famiglia delle neurotroﬁne [3].
Tre legami disolfuro presenti nella struttura dell'NGF deﬁniscono un motivo chiamato "cystein
knot": due di questi ponti disolfuro insieme alla catene laterali formano una struttura ad anello
attraverso la quale passa il terzo ponte disolfuro. Questo motivo è formato dalle cisteine (Cys)
58-108 e 68-110 che formano la struttura ad anello e le Cys 15-80 che formano il terzo ponte
disolfuro. [4] L'NGF esercita la propria azione sulle numerose cellule bersaglio (neuronali e non
neuronali). Nel sistema nervoso centrale (SNC), viene secreto nelle regioni bersaglio dei neuroni
colinergici del proencefalo basale (corteccia cerebrale, bulbo olfattorio e ippocampo), ma non
dalle regioni dove sono presenti i corpi cellulari di questi stessi neuroni (localizzati nel nucleo
basale di Meynert, banda orizzontale del Broca), come dimostrano i livelli di mRNA misurati
nelle stesse aree [5]. Questo implica che l'NGF viene prodotto a livello dell'ippocampo e della
corteccia e poi trasportato in maniera retrograda ai corpi cellulari dei neuroni colinergici del
proencefalo basale [6]. L'NGF è importante nella protezione e nel mantenimento dei neuroni
colinergici, infatti induce il loro diﬀerenziamento e garantissce la loro vitalità cellulare. Infatti
..... comportava una una grossa perdita di neuroni nelle regioni del setto e della banda diagonale
del Broca oltre ad una riduzione dell'enzima acetiltransferasi (AchT), l'enzima responsabile della
sintesi della acetilcolina (Ach) nelle stesse aree. Trattando però, gli stessi topi lesionati, con
NGF, la riduzione dell'Ach era solo del 12% rispetto al controllo in cui vi era una riduzione pari
6
Figura 1.1: Struttura del dimero di NGF con posizioni N- e C- terminali indicate
al 50%. [7] L'NGF favorisce: la sopravvivena dei neuroni, l'allungamento e la diﬀerenziazione
dei neuroni colinergici sia in vitro che in vivo ed è in grado di migliorare la condizione cellulare
in seguito ad una atroﬁa indotta da lesione. Uno studio ha dimostrato che la somministrazione
intraventricolare di NGF in topi anziani per un tempo di quattro settimane, era in grado di
favorire la sopravvivenza dei neuroni colinergici, aumentare la concentrazione di AchT e di
incrementare la memoria spaziale. [8]
L'NGF ha anche un ruolo noto per il sistema nervoso periferico (SNP), è importante per
la sopravvivenza dei neuroni sensoriali e per gli aﬀerenti primari. Infatti, la deprivazione di
NGF induce: ipoalgesia (ovvero una marcata riduzione della sensibilità sia termica che chimica
a livello dei nocicettori primari), una marcata riduzione del numero di ﬁbre nervose all'interno
dell'epidermide e una riduzione delle ﬁbre che rispondono a stimoli caldi, mentre non si ha
alcuna diﬀerenza in numero dei nocicettori rispondenti a stimoli di natura fredda. [9]
1.2 I recettori dell'NGF: TrkA e p75NTR
Nel 1986 fu isolato un oncogene umano da un carcinoma al colon e fu chiamato Trk. Questo
gene, come il gene dell'NGF, è localizzato sul cromosoma 1 (1q21-22) e codiﬁca per una famiglia
di recettori tirosin-chinasici di cui esistono tre isoforme: TrkA, TrkB e TrkC. Il recettore TrkA
lega selettivamente l'NGF, mentre i recettori TrkB e TrkC legano gli altri membri della famiglia
delle neurotroﬁne, rispettivamente il fattore neurotroﬁco cerebrale (BDNF) e le neutrotroﬁne
3 e 4 (NT 3, NT 4). [2]. Il recettore TrkA è localizzato sulle terminazioni nervose dei neuroni
colinergici del proencefalo basale , dove media il trasporto retrogrado dell'NGF dagli assoni
terminali ai corpi cellulari, un evento fondamentale per la plasticità e la sopravvivenza di
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Figura 1.2: Dominio V del recettore TrkA complessato con il dimero di NGF
questi stessi neuroni [10]. Nel 1999 Wiesmann et al. identiﬁcarono la struttura cristallograﬁca
dell'NGF umano complessato con il dominio V del recettore TrkA (TrkA-dV) a 2,5Å. (ﬁg. 1.2
) in cui una molecola di dimero di NGF era legata a due TrkA-dV. La parte extracellulare dei
recettori Trks comprende un dominio ricco di leucine (dominio II) schiacciato tra due cluster
ricchi in cisteine seguiti da due domini immunoglobulinici (dominio Ig) IV e V i quali sono
determinanti per il legame del recettore alla sua molecola. [11] L'NGF lega il recettore TrkA
in due punti. Il primo punto include uno dei loop dell'NGF e le catene laterali del quarto
ﬁlamento β. Il secondo punto di contatto invece, è dato dagli amminoacidi 2-13 dell'estremità
N- terminale nella molecola di NGF. L'estremità N- terminale infatti, è molto importante per la
speciﬁcità e per il legame, dato che l'eliminazione, il troncamento o una mutazione puntiforme
di questa comporta una riduzione nel legame al recettore TrkA. [12] Questa sequenza è anche
altamente speciﬁca all'interno della famiglia delle neurotroﬁne. [11]
La dimerizzazione del recettore TrkA in seguito al legame con NGF determina l'autofosfo-
rilazione del recettore a livello delle tirosine (Tyr) 785 e 490, l'internalizzazione di entrambi
e quindi il trasporto retrogrado ai corpi cellulari dove vengono attivati una serie di segnali
intracellulari (ﬁg. 1.3).[10]
Una delle proteine segnale attivate in seguito al legame dell'NGF con il suo recettore è Ras.
Ras non agisce direttamente sulla sopravvivenza dei neuroni, ma trasduce a sua volta il segnale
neurotroﬁco tramite attivazione di meccanismi segnale multipli. Tra questi troviamo: PI3K/
Akt e MEK/MAPK. Ras interagisce direttamente con PI3K ma non è l'unico modo attraverso
il quale è attivato dal recettore Trk. PI3K stimola Akt, una proteina ad attività serino-treonino
chinasica, che induce la sopravvivenza cellulare. Akt infatti induce un inﬂusso di ioni Ca++
attraverso i canali del Ca++ di tipo L. Akt regola però solo la sopravvivenza cellulare e non
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Figura 1.3: Segnali innescati in seguito al legame dell'NGF al recettore TrkA
altri segnli come ad esempio la crescita e la diﬀerenziazione dei neuroni. Akt è in grado di
sopprimere i segnali apoptotici grazie alla fosforilazione, e quindi inattivazione, di proteine pro-
apoptotiche come Bad (sulla serina 196) prevenendo in questo modo l'associazione di Bad con
Bcl2 e favorendo la sopravvivenza della cellula. Akt inoltre, impedisce il taglio proteolitico e
quindi l'attivazione della procaspasi 9, anche essa implicata in segnali proapoptotici. Questo
indica che il meccanismo di segnale Ras/ PI3K/ Akt è il principale regolatore della sopravviven-
za neuronale. Un secondo meccanismo segnale attivato dall'NGF in seguito all'attivazione del
recettore TrkA è Ras-MEK/MAPK che ha un ruolo principale nella plasticità sinaptica e nel
potenziamento a lungo termine (LTP). MEK protegge i neuroni dalla morte cellulare in seguito
a una lesione o un evento tossico, inducendo l'espressione di proteine non apoptotiche come Bcl2
e il fattore di trascrizione CREB (cAMP response element binding protein). L' attivazione di
CREB è dovuta ad una fosforilazione sulla Ser 133 indotta dalle MAPK, ma anche da Akt nei
neuroni del simpatico, questa proteina trasloca nel nucleo dove media una serie di segnali che
inducono la sopravvivenza cellulare come ad esempio l'espressione di proteine anti-apoptotiche
[13]
Il secondo recettore su cui agisce l'NGF è il p75NTR (neurotrophin receptor) e appartiene
alla famiglia dei fattori di necrosi tumorale (TNF). Fu clonato per la prima volta nel 1986
[14] e il gene, a diﬀerenza degli altri membri della famiglia dei TNF, codiﬁca per un unico
trascritto [15]. Ogni ligando dei recettori TNF esiste generalmente come trimero che lega un
complesso recettoriale trimerico. Questo non è vero per il complesso formato dall'NGF e il
p75 (ﬁg. 1.4) [16]. Nel 2004 He and Garcia ottennero la struttura cristallograﬁca dell'NGF
legato alla porzione extracellulare del recettore p75 rivelando un rapporto stechiometrico di
2:1 (NGF/p75). La regione extracellulare del p75 è caratterizzata da quattro domini ricchi in
cisteine (CRD). Come nel caso del TrkA, l'NGF lega il recettore in due punti. Il primo contatto
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Figura 1.4: Porzione extracellulare del recettore p75NTR complessato con dimero di NGF
comprende i primi due domini del p75 (CRD1-CRD2) mentre il secondo, più piccolo, comprende
il dominio 3 e 4. Dato che l'NGF è una molecola simmetrica, il legame con il recettore può
avvenire con uguale probabilità su un lato o l'altro della molecola. Nel primo punto di contatto
il monomero A darà un maggiore contributo rispetto al monomero B (monomero A 59%, B
41%), mentre nel secondo punto di contatto sarà il contrario (monomero A 39%, B 61%) [17]
[18]. La complementarietà di carica è un altro fattore determinante per il legame dell'NGF al
p75NTR. Infatti, la superﬁcie del recettore è ricoperta da una carica negativa nei domini 3 e 4
per la presenza di residui glutammici e aspartici che si complementano con la carica positiva
dell'NGF dovuta a tre residui di lisina (lys) 32, 34 e 95 presenti in due loop. La sostituzione di
queste lisine ad esempio con alanina compromette drasticamente il legame dell'NGF al recettore
p75, ma non per il recettore TrkA indicando, che la complementarietà di carica non è necessaria
per l'interazione. [12][17]
Il recettore p75NTR può subire molteplici tagli proteolitici da parte di diverse proteasi come:
la secretasi-convertasi TNFα e alcune metallo proteasi come ADAM10. La porzione intracellu-
lare del recettore p75 può essere tagliata dalla secretasi γ, che rilascia un dominio intracellulare
(ICD) di 25 kDa e 145 amminoacidi costituito da due paia di tre eliche perpendicolari raccolte
in una struttura globulare. L'ICD contiene un motivo simile al dominio, deﬁnito di morte,
trovato negli altri recettori TNF. Molti di questi recettori, incluso il p75, utilizzano questo
dominio per interagire con delle proteine intracellulari che attivano meccanismi pro- apoptotici
ad esempio attivando la pro- caspasi 8. In realtà il p75 si comporta diversamente, dato che non
attiva la caspasi 8 e non lega nessuna delle proteine proapototiche conosciute che legano gli altri
membri dei TNF. Quindi, è probabile che il p75 abbia altre proteine adattatrici che si legano
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al suo dominio intracellulare per innescare meccanismi apoptotici [19]. Date le caratteristiche
diverse di questo recettore rispetto agli altri membri della famiglia dei TNFR, è stato deﬁnito
la "pecora nera" . [14]
Mentre il recettore TrkA media solo eﬀetti positivi sui neuroni, il recettore p75 media sia
eﬀetti negativi che positivi (ﬁg. 1.5 ). In particolar modo il p75 induce segnali apoptotici
quando il recettore TrkA non è espresso o è sottoespresso, mentre raﬀorza i segnali positivi del
recettore TrkA quando sono co-espressi. Quindi possiamo dire che il recettore TrkA silenzia
gli eﬀetti negativi del recettore p75. Gli eﬀetti negativi che sono mediati dal recettore p75
includono l'attivazione della chinasi amino terminale c-jun (JNK), p53 e Bax. JNK fosforila
e promuove l'attivazione del citocromo C mitocondriale e delle caspasi. Interessantemente è
stato visto che nei neuroni del simpatico il recettore TrkA silenzia gli eﬀetti mediati da JNK
tramite attivazione di Ras [20]. Un secondo mediatore dell'apoptosi recentemente scoperto è
NRIF (neurotrophin recetor interacting factor), una proteina legante il DNA localizzata nel
nucleo. Dato che in uno studio è stato isolato il dominio intracellulare del recettore p75 da solo
complessato con NRIF, possiamo ipotizzare che la porzione extracellulare non è fondamentale
per il legame di NRIF al recettore [13] [21]. Prevenendo l'entrata di NRIF nel nucleo, ad esempio
inibendo la secretasi γ che geneda l'ICD, si riduce la capacità di NRIF di innescare meccanismi
apoptoci. [20]. Il p75 inoltre induce l'attivazione del fattore di trascrizione NF-kB (via TRAF6)
nelle cellule di Schwann, negli oligodendrociti e nei neuroni sensoriali. L'attivazione di NF-
kB rappresenta una delle vie anti apoptotiche che collaborano con il recettore TrkA per la
sopravvivenza cellulare. Studi in vitro hanno dimostrato una riduzione della crescita neuronale
in topi p75 -/- (cioè mancanti del recettore p75) a causa di un ridotto supporto neurotroﬁco e
morfogenico comportando una innervazione disfunzionale e perdita di neuroni. [22] Comunque
sia il p75 è implicato anche nella morte cellulare delle stesse cellule quando il recettore TrkA è
poco espresso. Ad esempio, nelle cellule di Schwann del nervo periferico vi è un incremento di
espressione del recettore p75 che si correla bene con la morte delle stesse in seguito ad assotomia.
[23]. Negli oligodendrociti la morte programmata avviene solo in assenza del recettore TrkA
e si veriﬁca in seguito all'attivazione delle caspasi 1 e 3, ma non della 8, indotte dal legame
NGF-p75. [13]
L'espressione del recettore TrkA è limitata ai neuroni del simpatico e a quelli sensoriali, per
SNP, e ai neuroni colinergici del proencefalo basale per il SNC. Il recettore p75 invece è espresso
in numerosi tipi cellulari: glia, neuroni motori, nelle cellule del follicolo pilifero e nei neuroni
colinergici [24]. I recettori TrkA e p75 sono stati erroneamente deﬁniti recettori ad alta e bassa
aﬃnità, rispettivamente. La terminologia è sbagliata dato che entrambi i recettori hanno una
costante di dissociazione (Kd) di 10-10 e 10-9 M che sono entrambe più alte rispetto al valore
della costante di dissociazione di 10-11 del sito ad elevata aﬃnità che si crea in seguito alla
co-espressione del recettore TrkA e p75 [15]. Quindi cellule che esprimono entrambi i recettori
rispondono ad una concentrazione di NGF molto più bassa rispetto a cellule che esprimono
entrambi i recettori da soli. [25]. La spiegazione più plausibile deriva dalla formazione di un
eterocomplesso tra il recettore TrkA e il p75. Infatti dato che l'NGF forma un complesso con il
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Figura 1.5: Vie di segnale del recettore p75
recettore p75 in un rapporto 2:1, rimane un monomero di NGF scoperto che può potenzialmente
formare un complesso con un recettore TrkA. Interessantemente in seguito al legame dell'NGF
al recettore p75 si ha nel recettore un cambiamento conformazionale che rende impossibile
per quest'ultimo legare un'altra molecola di NGF. Al tempo stesso, nell'NGF non si hanno
cambiamenti conformazionali a livello della punti di contatto che questo prende con il recettore
TrkA, favorendo quindi la formazione di un complesso ternario. Inoltre è stato visto che l'NGF
lega i due recettori con un orientamento opposto. Infatti quando l'NGF lega il recettore TrkA la
testa (N e C terminali) sono prossimi alla membrana, mentre sono distali nel legame al recettore
p75. Quindi, il p75 e il TrkA avranno un orientamento antiparallelo se entrambi legano l'NGF
per formare un complesso ternario 1:2:1 [25].
1.3 proNGF: struttura e attività
L'NGF viene tradotto come preproNGF una proteina di 307 amminoacidi. La parte pre è una
sequenza segnale importante per la secrezione della proteina ed è costituito da 18 amminoacidi.
La parte pro ha un ruolo ancora controverso. Può essere tagliata sia intracellularmente dalla
furina che extracellularmente dalla plasmina per dare origine alla proteina NGF matura. La
furina è localizzata nell'apparato del Golgi, solitamente taglia in un sito speciﬁco della proteina
Arg-Xaa (Amminoacido random rappresentato dalla Ser nel caso del proNGF)-Lys/Arg-Arg
[26]. Nello spazio extracellulare invece, la maturazione del proNGF implica la proteasi plasmina,
un membro delle serin-proteasi. Infatti, è stata dimostrata una co-localizzazione dell'enzima
attivatore tissutale del plasminogeno TpA (enzima che converte il plasminogeno in plasmina)
con il proNGF nella corteccia cerebrale. L'NGF matuo generato che non lega il recettore
TrkA o p75 viene prontamente rimosso dallo spazio extracellulare da alcune metallo proteasi
come ADAM9 mediante degradazione enzimatica [27]. Il proNGF presenta principalmente una
struttura a foglietto β (ﬁg. 1.6 ), come nel caso dell'NGF, ma ha una maggiore percentuale
di struttura random coil dovuta alla presenza di loop altamente ﬂessibili nella parte pro della
12
Figura 1.6: Struttura del proNGF
molecola. Due possibili stutture sono state ottenute per il proNGF. La prima ricorda un
granchio in cui il cuore compatto è formato dal dimero di NGF e le due chele sono rappresentate
dai due domini pro della molecola. Nel secondo modello ricorda una bottiglia, le parti pro si
estendono nella stessa direzione dell'asse verticale maggiore della parte matura (NGF) [28].
Inizialmente si pensava che il proNGF fosse solo una "chaperone" molecolare e che quindi
inducesse il corretto folding della proteina matura. Il migliore esempio conosciuto di chape-
rone molecolare è il peptide C dell'insulina, che connette le catene A e B in modo favorevole
alla formazione dei ponti disolfuro. In vivo l'NGF ottiene la sua struttura nativa nel reticolo
endoplasmico quando la parte pro è ancora legata. Il processo è molto lento con la formazione
di molteplici intermedi. In modo particolare è stato osservato che due dei tre ponti disolfuro si
formano rapidamente solitamente dopo un'ora, mentre il terzo ponte disolfuro raggiunge la sua
conformazione nativa solo dopo 24 ore. Si è pensato quindi che la parte pro stimoli il folding
ossidativo favorendo cosi la formazione del motivo "cystein-knot". In questo modo il proNGF
si comporterebbe come uno scaﬀold durante la formazione di questo motivo [29] [30]. Inoltre,
la resa ﬁnale della proteina ottenuta in presenza del pro peptide è molto più alta (35%) rispetto
a quella ottenuta in assenza di quest'ultimo (0,4%) [4]. Quando Fahnestock et al. nel 2001
trovarono che il proNGF è la forma predominante di NGF nel cervello umano, si cominciò a
pensare che il proNGF potesse avere altre funzioni più importanti[31] [32]. Il proNGF è stato
giustamente deﬁnito come Dott. Jekyll e Mr. Hyde dato che, come nel caso del p75, media
sia eﬀetti positivi che negativi [33]. Infatti come l'NGF anche il proNGF stimola la crescita dei
nervi, ma ha un'attività ridotta rispetto all'NGF maturo nell'indurre crescita e sopravviven-
za neuronale [34]. Dato che nell'NGF maturo è stato visto che l'estremità N terminale della
molecola è fondamentale per il legame al recettore TrkA, ci si aspetta che il proNGF, che ha
13
Figura 1.7: Meccanismi che regolano la morte cellulare e la sopravvivenza cellulare
un'estenzione di questa porzione, sia stericamente ostacolato nel legare questo recettore. D'al-
tro canto il proNGF lega con una maggiore aﬃnità di circa cinque volte il recettore p75NTR
[35]. Gli oligodendrociti del midollo spinale esprimono livelli signiﬁcativi di p75 e di proNGF
in risposta ad una lesione dello stesso ma non esprimono il recettore TrkA. Dopo otto giorni
dalla lesione il numero degli oligodendrociti si riduce di circa il 30%-50%. Probabilmente gli
eﬀetti apoptotici sono dovuti all'incremento di proNGF e al legame di questp al recettore p75
[36].
1.3.1 Il recettore del proNGF: Sortilina
Il recettore sortilina appartiene ad una famiglia di proteine scoperte recentemente che si carat-
terizzano per la presenza di un dominio denominato vps10p (vacular protein sorting 10 protein)
[37]. Questo recettore è espresso durante l'embriogenesi in aree dove l'NGF maturo e il suo
precursore proNGF hanno un ruolo ben consolidato. Sortilina agisce come un co-recettore che
regola l'attività del p75 mediando in particolar modo gli eﬀetti negativi apoptici in seguito al
legame del p75 con il proNGF (ﬁg.1.7 ). L'NGF maturo lega il recettore sortilina con una scar-
sa aﬃnità (Kd= 90nM), mentre il proNGF ha un'altissima aﬃnità per questo recettore (Kd=
5nM). Come nel caso del complesso ternario formato da TrkA/NGF/p75 anche il proNGF può
legare simultaneamente sortilina (tramine la parte pro) e p75 (tramite la parte NGF) [38]. La
co-presenza di sortilina e p75 è necessaria perchè si crei un sito di legame avente una maggio-
re aﬃnità per il proNGF, tale da rispondere a una concentrazione di proteina dell'ordine del
subnanomolare [39].
Anche il recettore sortilina allo stesso modo del recettore p75 può andare incontro a molte-
plici tagli proteolitici ad esempio da parte della secretasi γ. Questo può determinare il rilascio
di un complesso sortilina-proNGF nello spazio extracellulare il quale può agire come un sistema
circolante e di riserva di proneurotroﬁna che, in questo modo, sarà protetta dal taglio proteoli-
tico (questo spiegherebbe anche perchè nei soggetti Alzheimer la concentrazione di proNGF è
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maggiore rispetto a quella di NGF come descritto in seguito) [40].
1.4 Possibili applicazioni dell'NGF in varie patologie
Oculistica. I tessuti oculari sono responsivi per le neurotroﬁne, infatti all'interno del sistema
visivo sono stati trovati sia il recettore TrkA che l'NGF maturo. L'NGF è molto importante
per lo sviluppo del sistema visivo e per la sua plasticità, agisce come fattore di diﬀerenziazione
piuttosto che un fattore di sopravvivenza. Modula lo sviluppo e la diﬀerenziazione del nervo
ottico e della retina e favorisce la sopravvivenza e il recupero delle cellule gangliari della retina
in seguito ad una lesione. In topi sottoposti a deprivazione monoculare, il trattamento con NGF
ripristina la acuità visiva e le funzioni neuronali mantenendo il dominio oculare. Il recettore
TrkA da solo sembra essere suﬃciente a prevenire gli eﬀetti della deprivazione monoculare
[41]. L' NGF inoltre ha eﬀetti sulla plasticità della retina inducendo la morte cellulare massiva
durante lo sviluppo, questo è associato ad una consistente espressione del recettore p75 [42].
Con somministrazione intraoculare di NGF in seguito ad una lesione ischemica o taglio del
nervo ottico oppure in seguito ad ipertensione oculare si ha una completa guarigione del danno
indotto sulle cellure gangliari della retina [43].
L'NGF è stato quantiﬁcato anche all'interno della lacrime, quindi è rilasciato dalla ghian-
dola lacrimale. Potrebbe avere quindi un ruolo importante nel trattamento della sindrome
dell'occhio secco in quanto aumenta la produzione di lacrime, la densità delle cellule della con-
giuntiva e sensibilità della cornea [44]. Recentemente è stato ipotizzato l'utilizzo dell'NGF nel
trattamento delle ulcere corneali correlate a malattie neurotroﬁche. La somministrazione topica
di NGF in pazienti aﬀetti da ulcera corneale neurotroﬁca induce una guarigione progressiva e
un miglioramento della sensibilità corneale. Gli eﬀetti dell'NGF sono probabilmente mediati
da un'azione diretta sull'epitelio corneale, dato che il recettore TrkA è espresso sulla superﬁcie
della cornea umana [45].
Diabete. Il diabete è una patologia spesso caratterizzata da varie complicazioni come ad
esempio, la disfunzione e la degenerazione di diversi tipi di neuroni e cellule nel SNP. La
degenerazione delle ﬁbre di piccolo diametro si pensa essere la prima causa debilitante ed è
causata da un deﬁcit nel trasporto retrogrado e nella produzione di modulatori che sono sotto
il controllo dell'NGF. La somministrazione di NGF a modelli animali aﬀetti da neuropatie
diabetiche protegge i neuroni del SNP e normalizza la loro attività [46]. Una forma ricombinante
di NGF umano è stata testata nella fase I di un trial clinico. Nonostante la presenza di eﬀetti
collaterali come iperalgesia nel sito di iniezione, mialgia e artralgia il trial è continuato ﬁno
alla fase III, ma poi è fallito. In questo studio i pazienti venivano trattati con questa forma di
NGF ricombiante per tre volte a settimana, lo studio ha rilevato la presenza degli stessi eﬀetti
collaterati per tutti i pazienti ed ha fallito nel dimostrare eﬀetti beneﬁci. Questo fallimento è
stato poi attribuito al basso dosaggio utilizzato nel test per poter limitare l'insorgere di eﬀetti
collaterali [47].
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Ulcere della pelle. Le cellule della pelle come i cheratinociti e le cellule del sistema im-
munitario che sono prodotte o richiamate nel tessuto epidermico producono e utilizzano NGF
in seguito ad un trauma oppure ad un evento inﬁammatorio. In pazienti diabetici aﬀetti da
ulcere ai piedi è stato somministrato topicamente NGF murino. Il trattamento ha indotto una
locale e progressiva ristorazione delle funzionalità nervose ed una completa guarigione entro
5-14 settimane dall'inizio del trattamento [48].
In un altro studio clinico condotto su pazienti aﬀetti da ulcere vasculitiche croniche, causate
dall'artrite reumatoide o sclerosi sistemica, il trattamento topico con NGF ha mostrato una
rapida riduzione in volume dell'ulcera che ha portato in tutti i casi ad una completa guarigione




2.1 Aspetti principali della malattia di Alzheimer
La malattia di Alzheimer rappresenta circa il 60% dei casi di demenza senile e più di 26 milioni
di persone nel mondo è noto essere aﬀetta da questa malattia. La demenza senile è un decli-
no progressivo delle funzioni mentali che spesso include deﬁcit nella memoria, nel linguaggio
e nei processi cognitivi. Questa malattia fu identiﬁcata per la prima volta nel 1907 da Alois
Alzheimer, uno psichiatra e neuropatologo tedesco, che per primo descrisse i sintomi principali
di questa patologia osservando in un paziente dell'età di 51 anni, August Detere: perdita della
memoria a breve termine e confusione mentale. I pazienti aﬀetti da questo devastante disordine
del sistema limbico e delle cortecce associate, perdono la capacità di ricordare non solo eventi
di poco conto, ma anche dettagli di vita importanti [50]. La patologia causa un'estesa atroﬁa
del cervello, con assottigliamento della materia grigia nella corteccia cerebrale (ﬁg. 2.1), mag-
giormente visibile per l'allargamento dei solchi e l'appiattimento delle circonvoluzioni, perdita
neuronale, formazione di placche senili extracellulari (dovute all'aggregazione della proteina
amiloide), ammassi (tangles) neuroﬁbrillari intracellulari (formati da aggregati della proteina
Tau) e depositi di amiloide cerebrovascolare. Vari studi indicano che i primi stadi della malat-
tia, come il declino mentale, riduzione del tono colinergico e una perdita di sinapsi.,sono ben
correlati con i primi eventi che si manifestano nella stessa [51]
Le cause della malattia possono essere o di tipo genetico e quindi avremo i casi familiari
(FAD), in cui più membri della famiglia possono essere aﬀetti (questi purtroppo rappresentano
meno dell'1% dei casi conosciuti), oppure di tipo sporadico (SAD) in cui pochi membri di
una famiglia sono aﬀetti (questi rappresentano il 99% dei casi) [52]. La principale diﬀerenza
tra i casi familiari e quelli sporadici è l'età in cui si manifestano i primi sintomi. Infatti in
individui con mutazione autosomiche dominanti (ADAD) i primi sintomi iniziano a comparire
intorno ad un'età di 30-50 anni, anche se esistono famiglie in cui la patologia compare già
intorno ai 20 anni. Quello che non cambia tra le due forme di Alzheimer è la probabilità di
sopravvivenza. Le mutazioni che in questi anni sono state identiﬁcate come cause del FAD
sono a carico di tre geni: il gene della proteina precursore dell'amiloide (APP), il gene della
presenilina 1 (PSEN1) e 2 (PSEN2) [53]. Molte delle mutazione sul gene APP sono localizzate
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Figura 2.1: Diﬀerenze macroscopiche tra una sezione trasversale di un cervello sano e di un cervello aﬀetto
da morbo di Alzheimer.
tra la posizione 714 e 717, proprio nei pressi del sito di taglio della secretasi γ; la presenilina
1 è una proteina di membrana altamente corservativa ed è fondamentale per l'attività della
secretasi γ a produrre la proteina amiloide da APP. Inﬁne sono state individuate mutazioni sul
gene della presenilina 2, anche se in realtà queste sono meno frequenti e sono accompagnate da
un progredire della patologia più lento rispetto alle due precedenti [53]. In pazienti aﬀetti da
Alzheimer sono presenti in molte aree del cervello, ad esempio nella corteccia temporale, frontale
e parietale, nell'ippocampo e nei nuclei del prosencefalo basale, depositi di proteina amiloide
[51]. La proteina β amiloide viene generata in seguito a due tagli proteolitici consecutivi della
proteina APP da parte della secretasi β e γ. Questa poi si deposita e aggrega in forme insolubili
extracellulari chiamate placche [52]. Molti pazienti con questa patologia accumulano la proteina
amiloide anche a livello dei vasi sanguigni cerebrali, un fenomeno chiamato angiopatia amiloide
cerebrale (CAA) presente in quasi il 90% dei casi Alzheimer. Uno dei fattori che sembra
contribuire alla formazione di questi depositi cerebrali è il peptide apolipoproteina E (ApoE)
[54]. ApoE, proteina importante per il mantenimento della plasticità sinaptica, infatti, è un
fattore di rischio per l'incidenza di casi FAD con sviluppo della malattia in età avanzata, in
particolar modo quando vi è la presenza di un allele mutato, l'allele E4 [55].
Un altro marker che caratterizza la malattia di Alzheimer è la proteina tau. Tau è una
proteina che si lega ai microtubuli stabilizzando la struttura cellulare. L'attività di Tau e la
sua capacità di interagire con la tubulina è regolata dal grado di fosforilazione. Una eccessiva
fosforilazione di questa proteina causa la separazione dai microtubuli e la tendenza ad aggregarsi
a formare gli ammassi neurobrillari intraneuronali (NFTs) [56]. La formazione di questi ammassi
è stato visto essere fondamentale per il progredire della demenza, dato che la proteina β amiloide
da sola non è suﬃciente per mostrare i segni tipici della malattia. L'attività tossica di Tau
sembra essere dovuta esclusivamente al grado di fosforilazione infatti, in presenza di fosfatasi
l'attività di Tau ritorna normale. Nei pazienti Alzheimer, però, i livelli di alcune principali
fosfatasi risulta essere ridotto [57].
Un altro aspetto principale della malattia di Alzheimer è la concentrazione alterata di NGF
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maturo e di proNGF. Quella di NGF maturo è elevata a livello dell'ippocampo e della corteccia
cerebrale, mentre è molto ridotta nel prosencefalo basael [58]. Questo incremento della concen-
trazione di NGF nell'ippocampo e nella corteccia sembra dovuto ad un difetto di espressione
del recettore TrkA infatti, essendo presente in concentrazioni più basse rispetto ad una condi-
zione normale, si ha un difetto nel trasporto retrogrado dell'NGF nei neuroni colinergici. [52]
La concentrazione di proNGF invece risulta più alta in soggetti Alzheimer rispetto ai soggetti
normali . Anche l'iperfosforilazione di Tau sembra avere un ruolo determinante nel trasporto
difettoso infatti, a causa del disassemblamento dei microtubuli si ha un'interruzione nel transito
di organuli e vescicole all'interno della cellula.
2.2 Cause della malattia di Alzheimer
2.2.1 Ipotesi colinergica
L' ipotesi dell' importanza del sistema colinergico per funzioni come l'apprendimento e la me-
moria fu inizialmente introdotta da Deutch (1971). Verso la ﬁne degli anni '70 e gli inizi degli
anni '80 furono riportati grossi deﬁcit nelle funzioni del sistema colinergico analizzando tes-
suti post mortem di malati di Alzheimer, tra i quali una riduzione dell'attività delle AchT
(l'enzima responsabile della sintesi della Ach) sia nell'ippocampo che nella corteccia [59]. La
sintesi dell'acetilcolina richiede la presenza dell'acetilCoA prodotto durante la degradazione del
glucosio attraverso la glicolisi. I livelli e l'attività della fosfofruttochinasi (un enzima coinvolto
nel processo di glicolisi) sono signiﬁcativamente ridotti nei pazienti malati di Alzheimer [5].
Inoltre sono stati osservati anche un ridotto uptake di colina e di rilascio della acetilcolina da
parte dei neuroni colinergici [51]. Successivamente l'ipotesi avanzata inizialmente da Deutch
fu avvalorata da evidenze di natura farmacologica: infatti, farmaci anticolinergici centrali ri-
ducono le funzioni cognitive in individui relativamente giovani e sani, mentre le stesse funzioni
sono incrementate con l'utilizzo di farmaci colinergici agonisti [60]. Ad esempio, l'ultilizzo di
farmaci inibitori dell'acetilcolinesterasi come la Rivastigmina e la Galantamina aumentano la
concentrazione di acetilcolina nel vallo sinaptico e incrementano le funzioni cognitive in circa
metà dei pazienti. Sfortunatamente il loro uso prolungato porta ad una perdita dell'attività
del farmaco stesso e ad una riduzione del tono colinergico. Nonostante ciò, i farmaci inibitori
dell'acetilcolinesterasi sono comunque utilizzati in terapia, anche se è importante sottolineare
che questi farmaci non curano deﬃnitivamente la malattia, ma aiutano ad alleviare i sintomi e a
ritardare il progredire della malattia. D'altro canto la somministrazione di antagonisti coliner-
gici, come la Scopolamina, comporta tra i numerosi eﬀetti collaterali incapacità nell'acquisire
nuove informazioni e eventi memorici [61].
2.2.2 Ipotesi amiloide: Aβ amiloide e proteina Tau
Aβ è un peptide di 4kDa, isolato per la prima volta nei vasi sanguigni meningei dei pazienti
Alzheimer e individui con la sindrome di Down circa 20 anni fa. Un anno dopo, analizzando
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sezioni di tessuto cerebrale di pazienti malati, lo stesso peptide è stato riconosciuto come il
principale costituente delle placche senili [50]. Il gene precursore della proteina amiloide (APP)
è localizzato sul cromosoma 21 (questo spiega perchè pazienti aﬀetti dalla sindrome di Down
mostrano in alcuni casi sintomi caratteristici di pazienti malati di Alzheimer) e codiﬁca per una
glicoproteina integrale di membrana di 695 ammino acidi dalla quale può originare la proteina
amiloide Aβ (ﬁg. 2.2 ) [62].
Figura 2.2: Sezione della proteina APP e punti principale di taglio delle proteasi α, β e γ
In condizioni normali APP viene tagliata prima dalla secretasi α (una disintegrina) che rila-
scia un frammento carbossi-terminale (CTF) di 10kDa successivamente tagliato dalla secretasi
γ che rilascia un peptide innocuo chiamato p3. Nell'Alzheimer invece APP viene prima tagliata
all'estremità N-terminale per azione della secretasi β che rilascia un frammento C-terminale di
12kDa [51] conseguentemente tagliato per azione della secretasi ε, la cui attività dipende dalla
presenilina, generando forme di proteina amiloide denominate Aβ48 e Aβ49 [63]. Aβ48 e Aβ49
subiscono una serie di tagli proteolitici da parte della secretasi γ ogni tre o quattro ammioacidi
in due diﬀerenti vie: Aβ49- Aβ46- Aβ43- Aβ40 e Aβ48- Aβ45- Aβ42- Aβ38. La maggior parte
delle mutazioni sulla proteina APP sono presenti nei pressi del sito di taglio della secretasi γ
e comportano tutte un incremento del rapporto Aβ42/ Aβ40, generando quindi un incremento
della quantità di Aβ42 considerata la forma più tossica della proteina amiloide, in quanto ha
una maggiore tendenza ad aggregarsi rispetto ad Aβ40 [64]. Anche una mutazione sul gene della
presenilina 1 comporta un incremento del rapporto Aβ42/ Aβ40, nonostante il meccanismo sia
ancora ignoto sembra che induca la secretasi γ sulla prima linea di produzione indicata [65].
Aβ tende a depositarsi formando aggregati ﬁbrillari insolubili, prima intracellularmente
e poi extracellularmente, via via sempre più grandi che determinano le cosiddette placche
amiloidi, rilevabili all'istologico. Il cuore denso di questi aggregati ﬁbrillari è costituito da una
miscela eterogenea di peptidi aventi solubilità, stabilità e proprietà tossiche diverse. Il cuore
è circondato da un'aureola di oligomeri che consistono di unità di peptide Aβ con struttura a
beta foglietto intrecciati fra loro [66]. Gli oligomeri Aβ possono interagire con le membrane
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grazie al loro dominio idrofobico C-terminale o tramite interazioni elettrostaiche mediate da
amminoacidi carichi nell'estremità N- terminale. Inoltre Aβ può legarsi alle membrane cellulare
e creare pori e canali che alterano la omeostasi ionica comportando la morte cellulare e la
disfunzione neuronale. L'ipotesi amiloide deriva dalla constatazione che Aβ causa retrazione
dendritica e assonale con successiva morte neuronale; eventi che si possono ricondurre alla
perdita della densità sinaptica a livello della corteccia e dell'ippocampo e al declino delle funzioni
cognitive [67]. Sempre gli oligomeri sono in grado di interagire con organelli intracellulari come
i mitocondri, alterare l'attività del citocromo C e incrementare lo stress ossidativo comportando
la formazione di specie reattive dell'ossigeno (ROS). Il meccanismo di formazione dei ROS non è
ancora stato chiarito [68]. Oligomeri Aβ bloccano il potenziamento a lungo termine aumentando
la concentrazione di glutammato (inibendo il reuptake) [69]. L'incremento della concentrazione
e quindi l'eccessiva stimolazione da parte del glutammato si pensa possa essere un meccanismo
che contribuisce alla progressiva perdita di neuroni nell'Alzheimer [66].
Anche il recettore TrkA gioca un ruolo importante nella neurotossicità di Aβ. La Tyr 682
nella proteina APP è fondamentale per la sua attività infatti, molte proteine interagiscono con
APP solo quando questa è fosforilata, altre invece solo quando questa posizione non è fosforilata.
L'NGF induce una fosforilazione della Tyr 682 su APP tramite attivazione del recettore TrkA
e sposta la degradazione di APP verso una via di degradazione non amiloidogenica [70]. A sua
volta APP regola l'espressione del recettore TrkA sulla superﬁcie plasmatica ma solo quando la
Tyr è fosforilata [71]. Diﬀerentemente da APP, Aβ non inﬂuenza il legame NGF-TrkA indicando
che Aβ non lega il recettore TrkA. D'altra parte stimolando in vitro le cellule con I125 -Aβ sono
state rilevate, con un'analisi di autoradiograﬁa, la presenza di una banda a 230-240 kDa che
corrisponderebbe alla formazione di un complesso fra tre recettori p75 e aggregati Aβ e una
banda a circa 80 kDa che invece corrisponderebbe ad una sola molecola di recettore p75 e un
peptide Aβ [72]. Il legame di Aβ al recettore p75 induce l'attivazione di c-jun che spinge APP
verso una via degradativa amiloidogenica aumentando quindi la concentrazione di Aβ42 [73].
La proteina umana Tau fu scoperta verso la metà degli anni '70 studiando i fattori necessari
per l'assemblamento dei microtubuli. Essa appartiene ad una famiglia di sei proteine che deri-
vano da un singolo gene localizzato sul cromosoma 17 (17q21) in seguito a splicing alternativo.
Le proteine diﬀeriscono tra loro per il numero di domini che permettono alla proteina di legarsi
alla tubulina (e sono 3 o 4, 3R o 4R rispettivamente) e per uno (1N) o due (2N) o nessun
inserto di 29 amminoacidi localizzati vicino all'estremità N-terminale. Appartiene alla famiglia
di proteine associate ai microtubuli (MAPs). Sono proteine particolari in quanto hanno dei
lunghi tratti carichi (positivamente o negativamente) e proprio grazie a questa estensione di
carica le proteine non si assemblano. Neutralizzando queste cariche ad esempio tramite iperfo-
sforilazione si ha una neutralizzazione della carica che spinge Tau ad associarsi come mostrato
nella ﬁg. 2.3 [74]. L'attività biologica di Tau dipende esclusivamente dal grado di fosforilazione.
La proteina Tau normalmente contiene due fosfati per molecola (distribuiti su diversi siti), in
soggetti malati di Alzheimer la proteina Tau contiene otto fosfati distribuiti su più di 20 siti
[75]. L'iperfosforilazione riduce l'aﬃnità per la tubulina, compromettendo il normale assem-
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blamento dei microtubuli e quindi la struttura del citoscheletro [76]. Tau è richiesta anche la
neurotossicità di Aβ42, dato che è stato visto che in mancanza di una degenerazione in Tau,
Aβ42 non è in grado da sola di indurre sinaptotossicità. Aβ42 può accelerare il processo di
iperfosforilazione di Tau, quindi l'aggregazione in ammassi neuroﬁbrillari [77].
Figura 2.3: L'iperfosforilazione causa la tossicità di Tau
Regioni del cervello con la proteina Tau mutata mostrano una drammatica riduzione del
numero di microtubuli. Dato che questi sono importanti per il mantenimento della struttura
dendritica e assonale, un cambiamento nella loro integrità riduce il ﬂusso assonale e impedisce
la formazione di processi neuronali [75].
2.3 Ruolo dell'NGF e del proNGF nella malattia di Alz-
heimer
Per anni i ricercatori hanno pensato che l'NGF maturo fosse la forma principale in cui questa
neurotroﬁna è presente nel cervello umano. Infatti nel 1991 Allen et al. trovarono che la con-
centrazione di NGF era maggiore in malati di Alzheimer rispetto a controlli sani e inoltre che
i livelli di mRNA apparivano essere normali in entrambi. Allen pensò che questo incremento
della concentrazione di NGF rappresentasse una risposta ai cambiamenti neurodegenerativi che
si veriﬁcano nel corso della patologia nei neuroni colinergici del prosencefalo basale e che l'in-
cremento fosse uno schema di difesa per aggirare questi cambiamenti [78]. In realtà, Allen non
prese in considerazione che l'anticorpo utilizzato, che doveva legare la molecola di NGF, era in
grado in realtà di legare sia il proNGF che l'NGF. Quando nel 2001 Fahnnestock et al. dimo-
strarono che la forma predominante di NGF presente nel cervello era il precursore proNGF e
che questo era presente in concentrazioni circa doppie in soggetti Alzheimer, si iniziò a pensare
che il proNGF avesse ruoli più importanti. Un'ulteriore ipotesi che fu avanzata per spiegare
i sintomi della malattia di Alzheimer viste le recenti scoperte di quel tempo era lo squilibrio
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proNGF/NGF. Infatti si osservò sia una riduzione della concentrazione di NGF a livello del
prosencefalo basale e nel contempo un incremento della stessa nelle zone dell'ippocampo e della
corteccia, sia un aumento nella concentrazione di proNGF [31] [79]. L'aumentata concentrazio-
ne di NGF è probabilmente dovuta ad un difetto funzionale del trasporto retrogrado che risulta
in una accumulazione della proteina nelle regioni target dei neuroni colinergici del prosence-
falo basale [58]. Questa ipotesi è maggiormente avvalorata dalla scoperta che anche i livelli
del recettore TrkA e il suo mRNA all'interno del nucleo basale erano ridotti in pazienti aﬀetti
da Alzheimer [80]. Questo comporta un ridotto apporto di NGF al corpi cellulari dei neuroni
colinergici, quindi mancando l'eﬀetto troﬁco della neurotroﬁna i dendriti assumono un aspetto
raggrinzito e accorciato e si ha morte neuronale [81]. Diﬀerentemente dal recettore TrkA, il re-
cettore p75 e il suo mRNA erano presenti sempre ad uguale concentrazione o in concentrazione
leggermente maggiore senza diﬀerenza tra il sesso, il genere e l'età [82]. Pedraza et al. videro
che il proNGF isolato da cervelli umani aﬀetti da Alzheimer è in grado di indurre la morte cel-
lulare per apoptosi tramite il recettore p75 [83]. Per dimostrare che la ridotta concentrazione di
NGF da sola è in grado di innescare un sistema neurodegenerativo che rispecchi i sintomi della
malattia di Alzheimer, è stato creato un modello animale antiNGF. Questo modello (AD11)
esprime un anticorpo ricombinante antiNGF (mAb αAD11) e mostra cambiamenti fenotipici
dovuti al sequestramento di NGF, tra i quali: formazione degli ammassi neuroﬁbrillari della
proteina Tau, iperfosforilazione di Tau, placche senili, morte neuronale, deﬁcit colinergici e alte-
rato comportamento. Si ha inoltre una riduzione dei neuroni positivi alla AchT nella corteccia e
nell'ippocampo, una ridotta abilità nell'applicare capacità di apprendimento in nuove situazioni
e nel riconoscere nuovi oggetti [84] [85]. L'ipotesi dello squilibrio proNGF/NGF è accreditata
dal dismetabolismo dell'importante e complessa cascata di preoteasi importanti per il taglio
del proNGF e la produzione della forma matura. Cuello et al. osservarono un fallimento nella
conversione del pronNGF in NGF maturo in cervelli aﬀetti da Azheimer dovuto ad un basso
livello di plasminogeno cosi come di TpA. Questo comporta una concentrazione molto bassa
di plasmina (circa il 25% dei soggetti normali) [86] [87]. Inoltre, numerosi dati sperimentali
mostrano che alterazioni dell'equilibrio tra NGF e proNGF costituiscono una causa a monte
della cascata neurodegenerativa a carico delle proteine eﬀettrici APP (amyloid precursor pro-
tein) e Tau. Su queste basi, risulta forte il razionale di approcci terapeutici per la malattia di
Alzheimer che puntano a ristabilire l'equilibrio tra NGF e proNGF.
2.4 Perchè i trial clinici dell'NGF per la malattia di Alz-
heimer sono falliti?
Il primo trial è stato eseguito negli anni '90 utilizzando NGF murino e somministrandolo nel
ventricolo destro di un solo paziente. Tramite degli studi PET è stato riportato un modesto
incremento del legame della nicotina [11C] e del ﬂusso sanguigno cerebrale nelle cortecce frotale
e temporale. In questo trial clinico il paziente mostrò anche segni di perdita di peso come prin-
cipale eﬀetto collaterale [88]. Nel secondo trial clinico è stato utilizzato sempre NGF murino,
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somministrato tramite una infusione intracerebroventricolare in tre pazienti aﬀetti da Alzhei-
mer. Un incremento transiente dei test memorici e un incremente di parametri ﬁsiologici delle
funzioni del cervello, come ad esempio aumento del ﬂusso sanguigno crebrale e legame della ni-
cotina, sono stati ottenuti in seguito all'infusione. Sfortunatamente anche in questo caso il trial
è stato discontinuo a causa della comparsa di eﬀetti collaterali associati alla somministrazione di
NGF, in particolare dolore e perdita di peso. Per questo motivo non sono stati eseguiti altri trial
utilizzando questa via di somministrazione [89]. Un secondo approccio testato per garantire
la somministrazione di NGF speciﬁcamente ai neuroni colinergici è stato quello di utilizzare la
terapia genica. Nella terapia genica e cellulare ex vivo, le cellule vengono modiﬁcate in vitro in
modo tale che esprimano il gene di interesse, agendo come una micropompa che secerne la protei-
na desiderata. Questo approccio è stato dapprima testato nei primati e nei roditori, mostrando
una buona capacità nel prevenire la morte neuronale colinergica. Questi risultati preclinici han-
no permesso di tentare l'approccio umano iniziando la fase I di un trial clinico su otto pazienti.
In questo trial è stato visto che l'NGF esercita il suo supporto troﬁco nei neuroni colinergici,
aumentando l'uptake di glucosio dai neuroni corticali e rallentando il progredire della patologia
[90]. Sfortunatamente due dei pazienti hanno avuto un'emorragia durante il trial e uno di questi
è deceduto, mentre nei rimanenti pazienti non sono stati osservati grossi eﬀetti collaterali. I
risultati di questo trial hanno indotto un secondo trial clinico basato sulla diretta somministra-
zione del gene NGF in vivo utilizzando un Vettore associato ad Adeno Virus (AVV), CERE-110.
Il trial è stato eseguito su 12 pazienti malati sia maschi che femmine e con una età compresa
tra i 50 e gli 80 anni. Il trial ha mostrato una buona vitalità e tollerabilità dei CERE-110 e i
risultati positivi hanno indotto a sviluppare una Fase II del trial clinico, la quale è attualmen-
te in corso. [http://clinicaltrial.gov/ct2/show/study/NCT00876863?term=cere+110&rank=1]
La somministrazione di NGF è uno dei problemi principali del suo utilizzo in terapia sia per
la comparsa di eﬀetti collaterali che ne limitano il dosaggio, sia per il diﬃcile metodo di som-
ministrazione che richiede ospedalizzazione oltre ad essere molto costoso. Per questo motivo è
necessario trovare delle vie di somministrazione alternative che permettano di aggirare questi
problemi.
2.5 Somministrazione intranasale
La somministrazione sistemica di NGF è limitata dalla bassa permeabilità della neurotroﬁna
per la barriera emato encefalica (BEE). La BEE è una barriera altamente selettiva che limita
la distribuzione di molte molecole dal distretto sanguigno al SNC.Il coeﬃciente di permabilità
della BEE per l'NGF misurato in sei regioni del cervello, è il più basso tra tutti i membri della
famiglia delle neurotroﬁne ed è circa da 14 a 74 volte più alto rispetto a quello misurato per
l'albumina [91]. Questo signiﬁca che l'NGF ha una bassa capacità di passare la BEE. Un primo
approccio per aggirare questo problema di somministrazione è stato quello di somministrare la
neurotroﬁna direttamente nel distretto cerebrale tramine un'iniezione intracerebroventricolare,
ma come detto precedentemente, questa è accompagnata da una serie di eﬀetti collaterali come
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dolore, mialgia e iperalgesia (sia per stimoli meccanici che termici) nel sito di iniezione anche
a bassi dosi (0,1 μg/Kg) [92]. Questi eﬀetti sono probabilmente mediati dalla attivazioe della
JNK da parte dell'NGF, infatti JNK è implicata nella risposta inﬁammatoria in seguito a
sensitizzazione dei nocicettori. Rimane però da capire quale dei due recettori dell'NGF sia
implicato in questo tipo di risposta [93].
Negli ultimi anni è stata proposta una nuova via di somministrazione, meno invasiva, costosa
e rischiosa per il paziente: la somministrazione intranasale. L'organo olfattivo è direttamente
connesso al SNC tramite nervi (trigemino e olfattivo), liquido cerebrospinale (CSF), vasi e
sistema linfatico. L'assorbimento dei farmaci avviene nella regione respiratoria e olfattiva della
cavità nasaale. I farmaci possono oltrepassare l'epitelio olfattivo utilizzando due meccanismi
principali: il trasporto transcellulare che implica recettori speciﬁci e la via paracellulare che
dipende dal rapido movimento delle molecole fra le cellule [94]. La via di somministrazione
intranasale è stata testata per varie molecole tra cui l'insulina, l'ossitocina e l'NGF. Nel caso
dell'NGF quesa strategia ha dimostrato un concreto trasporto alle aree target del cervello
minimizzando le concentrazioni di NGF sistemico e quindi limitando la comparsa di eﬀetti
collaterali. Infatti test su topi AD11 con NGF eﬀettuati tramite questa via di somministrazione
comportano il recupero dei deﬁcit memorici. Infatti, in test di riconoscimento dell'oggetto,
mentre topi trattati con PBS falliscono nel discriminare nuovi oggetti, i topi AD11 trattati con
NGF mostrano una chiara capacità nel riconoscere un nuovo oggetto [95]. In un altro studio più
recente sulla somministrazione di NGF tramite le vie respiratorie, Tian et al. hanno mostrato
che l'NGF riduce la concentrazione di Aβ42 rispetto al controllo. L'eﬀetto potrebbe essere
dovuto al legame dell'NGF al recettore TrkA, dato che questo recettore sappiamo che regola
la degradazione di APP verso una via non amiloidogenica [96]. Questi risultati avvalorano
la possibilità di utlizzare questa via per la somministrazione di NGF e altri farmaci agonisti,
permettendo un trattamento a lungo termine nella terapia di Alzheimer.
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Capitolo 3
Nerve growth factor P61SR100E
3.1 Neuropatia sensoriale e autonomica ereditaria V
La neuropatia sensoriale e autonomica ereditaria (HSAN) appartiene ad un gruppo di neuropa-
tie periferiche caratterizzate dalla perdita di percezione del dolore insieme ad altre anormalità
di carattere sensoriale e autonomico. Esistono cinque tipi di HSAN, tutte caratterizzate da
una perdita di percezione del dolore ma che si diﬀerenziato per altri aspetti clinici. L' HSAN
IV è caratterizzata da una insensibilità congenita al dolore meccanico e termale con anidro-
si, mancanza di dolore, perdita di ﬁbre di tipo C, osteomielite e ritardo mentale. Alla base
di questa forma di malattia è stata trovata una mutazione nel gene del recettore dell'NGF:
il TrkA. Sono state identiﬁcate 37 diﬀerenti mutazioni nel gene, tutte situate nella porzione
del gene che codiﬁca per la subunità extracellulare impegnata nel legame con l'NGF. L'HSAN
V è caratterizzata da una mancata sensibilità al dolore, agli sbalzi termici ed è accompagna-
ta dalla presenza di fratture multiple (indolori) che si manifestano ﬁn dall'adolescenza, ma la
traspirazione (quindi l'anidrosi) e le abilità mentali sono meno marcate [97] [98] [99]. Queste
informazioni permettono una facile diﬀerenziazione clinica dei due casi patologici. Come causa
dell' HSAN V è stata individuata una mutazione missenso nel gene del beta NGF (NGFB),
ad esempio in diversi membri della stessa famiglia è stata individuata una mutazione nel gene
dell'esone tre. La mutazione (661CT) nella posizione 221 del proNGF sostituisce l' ammi-
noacido basico Arginina (R) (CGG) in un residuo non polare quale il Triptofano (W) (TCG)
corrispondente all'amminoacido 100 nella proteina matura. Questa mutazione è localizzata in
una regione della proteina altamente conservativa all'interno della famiglia delle neurotroﬁne
[98]. Dato che pazienti aﬀetti da HSAN V sono caratterizzati da sintomi meno serveri rispetto
ai pazienti aﬀetti da HSAN IV, questo suggerisce che la mutazione sulla molecola di NGF non
va ad ostacolare completamente la capacità della neurotroﬁna di legarsi al suo recettore TrkA,
ma probabilmente interessa la capacità dell'NGF di legare il recettore p75. Inoltre la sostitu-
zione R221W colpisce il processo di conversione del proNGF in NGF e riduce marcatamente il
rilascio della proteina matura. Questo non tanto perchè previene da parte della furina o della
plasmina la possibilità di legarsi al sito di taglio, ma perchè il proNGF mutato non è localizzato
nel citosol (dove normalmente viene tagliato dalla furina). Allo stesso tempo però la protei-
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na non viene riconosciuta come una proteina "misfolded" e quindi non viene degradata [100].
Individui eterozigoti mostrano un fenotipo mite rispetto ad individui omozigoti, i sintomi non
compaiono dall'infanzia ma in età adulta e sono meno marcati.
3.2 I mutanti dell'NGF : NGF P61S e NGF R100E
Il primo mutante dell'NGF fu progettato nel 2009 allo scopo di incrementare l'applicazione
intranasale. Dato che l'NGF è anche una molecola prodotta endogenamente e che la sua pro-
duzione dipende da fattori come stress e bilancio ormonale, allo scopo di delineare una ﬁnestra
terapeutica risulta essere importante poter fare una misurazione separata dell'NGF prodotto
endogenamente e di quello somministrato. Lo scopo era quello di ottenere una molecola che
mantenesse la stessa attività biologica, la stessa eﬃcacia e potenza dell'NGF umano (hNGF),
ma che al tempo stesso avesse come caratteristica aggiuntiva la tracciabilità (per monitorarne la
biodistribuzione). Analizzando la struttura del gene dell'NGF umano, di ratto e murino furono
identiﬁcati solo 5 diﬀerenti amminoacidi. Di queste fu scelta la posizione 61. La posizione 61
appartiene al loop III dello hNGF, un loop che non è implicato nel legame dell'NGF con i suoi
recettori. Basandosi su queste considerazione la posizione 61 risulta ottimale per l'introduzione
di una mutazione. Per questo motivo l'amminoacido Prolina nella posizione 61 è stato sostitui-
to dall'amminoacido Serina. Dopodichè sono state studiate le capacità di legame del mutante
hNGF P61S e comparate all'NGF wild Type (WT). hNGF P61S mostra un'aﬃnità di legame
per il recettore TrkA e p75 identica rispetto allo hNGF WT (10-9 per il TrkA e 10-8 per il p75).
L'attività biologica è stata testata in diversi tipi di linee cellulari e comparata a quello dello
hNGF WT. Anche in questo caso lo hNGF P61S ha mostrato abilità eguali nell'indurre autofo-
sforilazione del recettore TrkA e attivare vie di segnale secondarie come Akt. Inoltre come nel
caso dello hNGF WT anche il mutante è stato testato in topi AD11 anti-NGF usilizzando la
via intranasale come via di somministrazione, con lo scopo di osservare la capacità dello hNGF
P61S di alleviare la neurodegenerazione e deﬁcit comportamentali in questi topi transgenici.
Anche in questo caso è stato visto avere attività identica allo hNGF WT. Per risolvere invece
il problema della tracciabilità, è stato isolato da topi un anticorpo monoclonale (mAb-4GA)
diretto sull'epitopo comprendente la posizione 61, ed è stato riscontrato essere completamente
selettivo e speciﬁco per la mutazione P61S [101].
Il secondo mutante dell'NGF è stato ideato sulla base delle informazioni pervenute dalla
malattia di HSAN V causato, come ho detto prima, da una mutazione del gene di NGF nella
posizione R100 della proteina matura e che provoca una perdita della percezione del dolore. Per
questo motivo sono stati ideati diversi mutanti in cui la posizione R100 è stata sostituita con
diversi amminoacidi. Quello che è risultato avere un'attività interessante è il mutante hNGF
R100E. Il residuo R100 non è implicato nella formazione del legame con il recettore TrkA,
ma con il recettore p75 questo contribuisce all'interazione di carica (in particolar modo questo
rediduo interagisce con un'interazione di natura elettrostatica con la catena laterale dell'ammi-
noacido aspartato (D) 75 del recettore). Inoltre, è implicato in un'interazione intramolecolare
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fra la parte matura dell'NGF e il suo dominio pro. Anche le proprietà dello hNGF R100E
sono state studiate in diﬀerenti linee cellulari. Si è visto che l'aﬃnità per il recettore TrkA
rimane invariata (Kd= 1,44 nM), invece mostra una ridotta aﬃnità di legame per il recettore
p75 (Kd=125 nM) [102]. La fosforilazione del residuo Tyr 490 sul recettore TrkA, che attiva la
proteina Ras, è ridotta rispetto allo hNGF WT cosi come la fosforilazione del residuo Try 785,
che comporta l'attivazione della PLC-γl (implicata nella stimolazione della nocicezione). D'atro
canto lo hNGF R100E è ugualmente eﬃcace al wild type nell'indurre l'attivazione della cascata
di segnali di Akt, sia in assenza che in presenza del recettore p75. Data la bassa capacità di
legare il recettore p75 e quindi di attivare c-jun, cosi come la ridotta capacità di attivare la
PLC-γl, lo hNGF R100E ha il vantaggio di indurre una minore sensazione di dolore. Infatti
non ha eﬀetti allodinici e pronocicettivi. Allo stesso tempo attivando Akt esso mostra una
buona attività neurotroﬁca, mostrando che le funzioni vitali dello hNGF WT non sono aﬀette
da questa mutazione. Questo mutante ha posto le basi per la progettazione di altri mutanti
deﬁniti "painless" cioè senza dolore e per una applicazione terapeutica personalizzata per il
trattamento della malattia di Alzheimer [103].
3.3 Il doppio mutante hNGF P61SR100E
L'invenzione del doppio mutante hNGF P61SR100E (ﬁg. 3.1 ) è basata sull'unione di due
mutazioni che si erano dimostrate essere molto promettenti. La prima è la mutazione nella
posizione 61 dell'NGF maturo che vede la sostituzione dell'amminoacido Prolina con l'ammi-
noacido Serina, presente anche nell'NGF murino, allo scopo di ottenere una molecola che abbia
le caratteristiche di tracciabilità. La seconda modiﬁca si basa sulla scoperta che, individui
aﬀetti dalla malattia HSAN V sono caratterizzati da una perdita della percezione del dolore
causata da una mutazione missenso nella posizione R100. In questo caso l'amminoacido Arg
100, mutato nella malattia con un Trp, è stato sostituito con un residuo carico negativamente:
l'acido glutammico. La mutazione R100 conferisce proprietà "painless" alla molecola.
Figura 3.1: hNGF P61SR100E
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3.3.1 Aﬃnità di legame per i recettori dell'NGF
L'aﬃnità di legame del doppio mutante hNGF P61SR100E sia per il recettore TrkA che per il
recettore p75 è stata studiata in diversi tipi di linee cellulari. In cellule PC12 trattate con lo
hNGF P61SR100E la fosforilazione del residuo Tyr 490, che comporta l'attivazione di segnali
cascata da parte della proteina Ras, è leggermente ridotta. Invece, la muteina è ugualmente
eﬃcace al wild type nell'indurre l'attivazione della Akt e questo comporta la sopravvivenza della
cellula. Anche nel caso del doppio mutante cosi come per il singolo mutante painless vi è una
grossa riduzione dell'attivazione della PLC-γl ripetto allo hNGF WT. Per quanto riguarda la
capacità della muteina di legare il recettore p75, è stata valutata la capacità di questa di indurre
l'attivazione della c-jun ed è stato visto che nei neuroni dell'ippocampo l'attivazione di questa
via di segnale è ridotta, il che si ricollega bene alla ridotta aﬃnità che la proteina ha anche
per il recettore p75 stesso (Kd=200nM) [102]. Le attività di diﬀerenziazione, neuroprotezione,
induzione della sopravvivenza cellulare testate in diﬀerenti linee cellulare (TF1 e PC12) e in
colture neuronali sono identiche allo hNGF WT grazie alla invariatà capacità dello hNGF
P61SR100E di legare il recettore TrkA (Kd=1,35 nM) e di attivare Akt. Anche la sensitizzazione
dei nocicettori è ridotta sia per il ridotto contributo della PLC-γl attivata tramite il recettore
TrkA, sia per la ridotta attivazione di c-jun tramite legame al recettore p75. In test allodinici
con stimolazione meccanica la dose che evoca una sensazione di dolore per lo hNGF WT è
compresa fra lo 0,5 e 4 μg per iniezione, dove la dose di 4 μg induce la massima sensazione di
dolore. Per ogni dose, l'eﬀetto iperalgesico è massimo dopo 5 ore dalla somministrazione. Nel
caso dello hNGF P61SR100E la dose di 2 μg/ per iniezione mostra una riduzione dell'eﬀetto
iperalgesico, mentre a 1 μg / per iniezione non mostra nessuna diﬀerenza dallo hNGF WT. Per
questi motivi anche lo hNGF P61SR100E doppio mutante può essere considerato un mutante
"painless" [102].
3.3.2 Somministrazione intranasale a topi AD11.
Topi AD11 anti-NGF dell'età di sei mesi, età in cui inizia la neurodegenerazione, sono stati
trattati con hNGF P61SR100E. Dopo due settimane di trattamento i topi sono stati testati
con il test del riconoscimento dell'oggetto per valutare deﬁcit memorici e visivi. I topi hanno
mostrato una completa capacità del doppio mutante di favorire il recupero delle funzioni me-
moriche. In un secondo momento, sono state analizzate al microscopio sezioni di cervello degli
stessi topi mediante immunoistochimica. I topi trattati con soluzione salina (PBS) mostravano
una riduzione progressiva nel numero di neuroni positivi all'AchT, un incremento della fosforila-
zione della proteina Tau e depositi di proteina amilioide nel comparto extracellulare inducendo
distroﬁa neuronale. D'altra parte i topi AD11 trattati con hNGF P61SR100E hanno mostrato
un incremento signiﬁcativo della concentrazione dell'enzima AchT nei nuclei del prosencefalo
basale, una riduzione dei depositi di amiloide e della fosforilazione di Tau. Al tempo stesso
lo hNGF P61SR100E risulta essere molto più eﬃcace del singolo mutante hNGF R100E sia in




Lo scopo della ricerca è produrre il mutante dello hNGF, lo hNGF P61SR100E come proteina
ricombinante e di testare la sua attività biologica allo scopo di valutare il suo possibile utilizzo
in approcci terapeutici. In questo studio sono stati eﬀettuati una serie di test di stabilità
sullo hNGF P61SR100E e paragonati allo hNGF WT e agli altri due mutanti (hNGF P61S e
hNGFR100E) per valutare le condizioni di perdita di attività in seguito a trattamenti a varie
temperature, dopo cicli di congelamento-scongelamento e dopo lioﬁlizzazione.
Il grande potenziale terapeutico dell'NGF è ormai noto, nonostante ciò il suo utilizzo in
terapia è limitato dalla presenza di eﬀetti collaterali più o meno gravi quali dolore che ne osta-
colano l'impiego terapeutico. Il doppio mutante hNGF P61SR100E mantiene tutte le proprietà
terapeutiche dello hNGF WT ma manca dell'azione pro-inﬁammatoria.
In dettaglio ho:
1. Prodotto lo hNGF P61SR100E come proteina ricombinante in cellule di Escherichia Coli.
2. Ottimizzato il protocollo di espressione, ed in particolare lo step di taglio proteolitico del
proNGF per la formazione di hNGF WT ed hNGF P61SR100E variando condizioni quali:
il tempo di esposizione, la temperatura e il rapporto enzima-proteina. Le proteine sono
state testate con saggio TF1
3. Eseguito una serie di test di stabilità in vitro (schematizzati in tabella 1) sullo hNGF
P61SR100E, per valutare la perdita di attività in funzione di varie condizioni di incuba-
zione. I dati sono stati paragonati allo hNGF WT, hNGF P61S e hNGF R100E trattati
nelle stesse condizioni. I test di attività sono stati eﬀettuati con un saggio di proliferazione
sulla linea cellulare TF1.
Un altro importante problema che limita l'applicazione dell'NGF è la via di somministrazione.
L'NGF è caratterizzato da una bassa permeabilità della BEE, essendo una molecola troppo
grande e polare. Sono state prodotte due nuove proteine di fusione (C11 e C13) in cui un ciclo-
tide è stato aggiunto alla estremità C-terminale della molecola di hNGF P61SR100E tramite
un linker. Lo scopo di questa seconda parte della ricerca è di produrre le proteine di fusione
(hNGF P61R100E-Cyc) in cellule CHO stabilmente trasfettate con il plasmide e di testare la
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loro bioattività. Le cellule CHO sono state poi adattate in un mezzo privo di siero (serum-free),




5.1 Produzione ricombinante dello hproNGF P61SR100E
Per la produzione della proteina ricombinante in E.Coli, è stato preparato un pre-inoculo di
17 mL di brodo di coltura (estratto di lievito batterico BD e Triptone Fluka) addizionato di
Ampicillina ( ampicillina sodica AppliChem) e del glicerolato, poi incubato overnight (O.N) a
37°C in agitazione costante a 100 rpm. Beute di 4-5L sono state inoculate con la coltura O.N
in rapporto 1:50. La coltura è stata cresciuta sempre a 37°C in agitazione costante a 100 rpm.
Quando l'OD600 era circa 1,0/1,2 le cellule sono state indotte con IPTG 1mM (AppliChem).
Dopo una induzione di 3-4 ore le cellule sono state raccolte mediante centrifugazione a 9000
rpm (rotore Beckman JA-10). La massa di cellule umide è stata pesata, processata e conservata
a -20°C.
5.1.1 Isolamento dei corpi di inclusione e solubilizzazione
Le cellule raccolte vengono scongelate e risospese nel buﬀer di risospensione (5mL/g) contenente
Tris 0,1 M, EDTA 1mM (AppliChem), pH 7.00 utilizzando l'Ultraturrax. Poi è stato addizio-
nato il lisozima 1,5mg/g (AppliChem) insieme a Magnesio Cloruro (MgCl2) 3mM (Merck) e
DNAsiI (DN25 Sigma) 10μg/mL. Le cellule vengono incubate a temperatura ambiente (room
temperature RT) per 90 minuti. Trascorso il tempo indicato viene addizionato il buﬀer Tri-
ton contenente 6% di Triton X-100 (AppliChem), sodio cloruro (NaCl) 1,5 M (AppliChem) ed
EDTA 60mM, poi il campione viene nuovamente incubato a RT per 30 minuti sotto costante
agitazione in modo da ottenere una rottura delle membrane ed ottenere i corpi di inclusione
(inclusion bodies IB). I corpi di inclusione vengono centrifugati per 20 minuti a 4°C ad una
velocità di 10 000 rpm (rotore JA 30-50) e poi risospesi in un volume adeguato di buﬀer di
risospensione e buﬀer Triton e all'ultimo incubati per 30 minuti a RT sotto agitazione. Questo
passaggio viene ripetuto più volte ﬁno ad otenere quasi uno scolorimento del pellet. Il pellet
una volta centrifugato viene raccolto, pesato, stoccato a -20°C oppure processato subito.
Gli IB ottenuti vengono quindi solubilizzati con buﬀer (pH 8.00) contenente 6M Guanidinio
(guanidinio cloridrato AppliChem), Tris 0,1M, EDTA 1mM, DTT 100mM (AppliChem) in una
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quantità di 5 mL/g. Il pH viene poi abbassato ad un valore di circa 3.00-4.00 in modo da favorire
l'ossidazione delle cisteine alla formazione di ponti disolfuro in condizioni di denaturazione.
Gli elementi cellulari insolubili vengono poi rimossi tramite centrifugazione a 4°C e 12 000
rpm (rotore JA 30-50). Successivamente deve essere necessariamente rimosso il DTT, quindi
vengono eﬀettuate tre dialisi in dialisi buﬀer contenente guanidinio 6M a pH 3.00-4.00.
5.1.2 Buﬀer di Refolding e pulses
Per portare la proteina alla sua conformazione nativa, dopo la dialisi questa viene sottoposta a
refolding con buﬀer di refolding (pH 9.5) contenente Tris 0,1 M, L-Arginina 1M (AppliChem),
EDTA 5mM, glutatione ossidasi (AppliChem), Glutatione reduttasi (AppliChem) seguendo
il protocollo di Ratthenholl [29]. La presenza dell'Arginina è fondamentale inquanto evita
l'aggregazione degli intermedi idrofobici riducendo le interazioni proteina-proteina. In assensa
di Arginina la resa ﬁnale di proteina che si ottiene è molto bassa. La renaturazione viene
eﬀettuata ad una temperatura di 4°C e una concentrazione di proteina di 50 μg/mL. Ogni ora
circa 50 μg/mL di nuova proteina vengono addizionati al buﬀer sotto agitazione vigorosa. Dopo
l'ultima aggiunta la soluzione viene concentrata ﬁno ad un volume ﬁnale di circa 200-300 mL
utilizzando un sistema di ﬁltrazione a ﬂusso incrociato. Dopo concentrazione il campione viene
dializzato overnight a 4°C in buﬀer 50 mM sodio fosfato ph 7.00 (Buﬀer A).
5.1.3 Puriﬁcazione con cromatograﬁa a scambio cationico
La proteina foldata e concentrata viene puriﬁcata utilizzando una cromatograﬁa a scambio
cationico basandosi sul valore del punto isoelettrico (pI) e quindi sulla sua carica positiva. Il
campione dopo la concentrazione viene centrifugato a 4°C e 10 000 rpm per 30 minuti per elimi-
nare le impurezze e la proteina non foldata in maniera corretta. Il sopranatante viene caricato
su un colonna SP sepharose (26/10 o 16/10 a seconda del volume di campione) equilibrata con
5CV (volumi di colonna) di buﬀer A, 5CV di Buﬀer B (Buﬀer A + NaCl 1M), 5CV Buﬀer A
ad una velocità di ﬂusso di 3 mL/min. Il campione viene eluito con un gradiente lineare da 0
a 100% di buﬀer B ad una velocità di ﬂusso di 2 mL/min in 6CV. Dopo l'eluizione la colon-
na viene lavata con buﬀer B. Il picco proteico viene letto a 220 e 280 nm. Le frazioni raccolte
vengono controllate su SDS-page in modo da selezionare le uniche contenenti la proteina pulita.
5.1.4 Puriﬁcazione con cromatograﬁa ad interazione idrofobica
Le frazioni raccolte dalla precedente cromatograﬁa e controllate vengono unite e addizionate di
ammonio solfato (AppliChem) ﬁno a raggiungere una concentrazione ﬁnale di 1M allo scopo di
eliminare tutte le impurezze presenti. Il materiale insolubile viene rimosso mediante centrifuga-
zione a 10 000 rpm per 20 minuti (rotore JA 30-50) e poi ﬁltrato. Il campione viene caricato su
un colonna Phenyl Sepharose 16/10 precedentemente equilibrata con 5CV di buﬀer A, 10 CV
di buﬀer B (in questo caso il buﬀer B contiene Buﬀer A + ammonio solfato 1M). Il campione
viene eluito con un gradiente lineare di buﬀer B questa volta dal 100 allo 0% di buﬀer, dato
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che la proteina è già in ammonio solfato. La colonna viene poi lavata per eliminare l'aspeciﬁco
legato. Le frazioni del picco vengono analizzate su SDS-page e le uniche contenenti la proteina
pulita vengono raccolte, unite, stoccate a -20°C oppure dializzate in buﬀer A per il successivo
taglio proteolitico.
5.2 Taglio proteolitico del proNGF WT e P61SR100E
Per ottenere hNGF da hproNGF, quest'ultimo viene sottoposto a taglio proteolitico con tripsina
(Promega). La concentrazione di proteina utilizzata varia tra 0,4 e 1 μg/μL, mentre la quantità
di proteina utilizzata per ogni taglio era un massimo di 8 mg. La digestione enzimatica è
stata eﬀettuata in una soluzione 50 mM sodio fosfato pH 7.00 utilizzando un rapporto enzima-
proteina di 1:250. La tripsina viene solubilizzata nel suo buﬀer già pronto contenente acido
acetico, come riportato sulle istruzioni, e in alcuni casi attivata a 37°C per 10 minuti. Le
condizioni di taglio in termini di temperatura, tempo di esposizione e rapporto enzima proteina
sono diﬀerenti.
Nello speciﬁco:
 hproNGF WT: 18 ore a 16°C
 hproNGF P61SR100E: 1 ora a 37°C
Dopo digestione la purezza degli hNGFs prodotti è stata valutata con SDS-page.
5.2.1 SDS-PAGE
La fase discontinua del gel è composta da 6% (peso/volume) di stacking gel e 15% di running
gel. I campioni vengono addizionati di DTT ad una concentrazione ﬁnale di 0,1 M e di buﬀer
dye. Poi i campioni vengono centrifugati per pochi secondi a 12 000 rpm, bolliti per 10 minuti,
ricentrifugati a 12 000 rpm e caricati su gel. La corsa del gel viene eﬀettuata a 30mA per 1 ora,
poi il gel viene sciacquato e colorato utilizzando il colorante Coomassie brilliant blue per circa
2 ore. Il gel viene poi decolorato con l'appropriata soluzione ﬁno a completa decolorazione del
gel.
5.3 Colture cellulari
5.3.1 Coltura di cellule TF1 e saggio di proliferazione
Le cellule sono state cresciute in terreno RPMI-1640 (Gibco) contenente 10% di siero fetale
bovino (FBS), addizionato di pennicillina/streptomicina all'1%, 2ng/mL di rhGM-CSF (R&D)
ed incubate a 37°C e 5% CO2. Le cellule sono state cresciute ﬁno ad una conﬂuenza dell'80%,
poi splittate e risospese in un adeguato volume di terreno fresco.
Per eseguire una quantiﬁcazione della bioattività degli hNGFs sui recettori umani, gli hNGFs
sono stati testati in saggio TF1 basato sulla proliferazione cellulare di queste cellule in presenza
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di un fattore di crescita. Le cellule vengono lavate e risospese in RPMI-1640 + 10% FBS in
una concentrazione di 300 000 cellule/mL e piastrate su piastra da 96 micropozzetti (15 000
cellule per pozzetto in 50 μl). Dopo un'ora, le cellule vengono eposte agli NGFs (secondo una
diluizione seriale che va da: 0,1 a 200 ng/mL). Ogni trattamento viene eseguito in duplicato.
Dopo 48h di incubazione sempre a 37°C 5% di CO2 il mezzo viene cambiato e si addizionano 50
μl/per pozzetto di RPMI-1640 contenente 10% di FBS. In ogni pozzetto viene poi addizionato
un volume di 20 μl della soluzione reagente (CellTiter 96 Aqueous One Step Solution Reagent
Promega). La piastra viene incubata per 3 ore e poi viene letta all'ELISA Reader (BIORAD)
a 490 nm.
5.3.2 Coltura cellulare PC12 e saggio cellulare
Le cellule vengono cresciute in terreno RPMI-1640 addizionato di 5% di siero fetale bovino
(FBS) e 10% di siero di cavallo inattivato (HS), pennicillina/streptomicina 1% e incubate a
37°C e 5% CO2. Quando le cellule raggiungono una conﬂuenza di circa l'80%, le cellule vengono
splittate e risospese in un volume adeguato di terreno di coltura fresco.
Per il saggio sperimentale le cellule vengono lavate, contate utlizzando il colorante Trepan
Blue, e piastrate su piastra da 35 mm, in cui precedentemente viene fatto un coating con
polilisina, con una densità di 2,5 x 104 cellule/piastra e addizionate di terreno fresco. Le cellule
vengono incubate con 100ng/mL di hNGF WT, hNGF P61SR100E sostituendo il mezzo con
un volume adeguato di terreno fresco ogni tre giorni. Le cellule vengono analizzate ogni 24 ore
al microscopio in modo da valutare la crescita neuronale.
5.4 Protocollo sperimentale per le prove di stabilità
Prove di stabilità Tempo di esposizione
Stabilità 4°C 1 mese 2 settimane 1 settimana 4giorni
Stabilità 37°C 1 settimana 1 giorno
Stabilità a temperatura ambiente 1 settimana 3 giorni 1 giorno
Congelamento-Scongelamento N° di cicli: 5 e 12
Lioﬁlizzazione Campione lioﬁlizzato
Tabella 5.1: Rappresentazione schematica delle prove di stabilità e dei tempi scelti
Quantità di proteina utlizzata 1 µg
Procedura: Le proteine sono state incubate come descritto in tabella 5.1 , dopo il tempo
trascorso le proteine sono state raccolte in gruppi due (ad esempio 4°C 1 mese e 2 settimane).
L'attività della proteina è stata testata in saggio di proliferazione TF1 come descritto nel
paragrafo precedente e utilizzando le stesse proteine non trattate come controllo positivo.
Procedura dei cicli di Congelamento-Scongelamento: le proteine sono state scongelate e
lasciate a temperatura ambiente per un tempo suﬃciente. Poi le stesse sono state congelate per
20 minuti. La procedura è stata ripetuta per il numero di cicli di congelamento-scongelamento
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riportati in tabella 5.1. Le proteine trattate sono state analizzate in saggio cellulare TF1 per
testare le perdita di bioattività e paragonate alle stesse proteine scongelate fresche non trattate.
5.4.1 Interpolazione dei dati
Il saggio di proliferazione quantitativo TF1 genera una curva dose-risposta, che viene interpolata
secondo la seguente formula:
H = (Hmax∗Cngf)(C50+Cngf)
dove:
H è la densità ottica a 490 nm
Hmax rappresenta l'OD massimo raggiunto quando la curva è a saturazione
CNGF è la concentrazione degli NGFs
C50 rappresenta la concentrazione di NGFs che determina la metà dell'eﬀetto massimo sulla




6.1 Produzione e puriﬁcazione dello hproNGF P61SR100E
Lo hproNGF P61SR100E viene prodotto come proteina ricombinante in cellule di E.Coli. Que-
ste cellule ospiti non riconoscono lo hproNGF P61SR100E come proteina cellulare, al tempo
stesso la proteina non viene riconosciuta nemmeno come danno per l'organismo e quindi non
viene degradata, viene però depositata nei corpi di inclusione. Quindi prima di puriﬁcare la
proteina è necessario compiere una serie di passaggi. Il primo passaggio è quello di lisare le
cellule batteriche in modo da poter isolare i corpi di inclusione, dopodichè gli stessi vengono
processati allo scopo di ottenere la proteina. Dato che questi batteri non riconoscono la pro-
teina come propria, non ne permetto il giusto folding. Per questo un altro passaggio molto
importante per la puriﬁcazione è la fase di refolding, che permetterà alla proteina di assumere
la sua conformazione nativa. La fase di refolding è determinante per la resa ﬁnale di NGF ma-
turo che si ottiene e deve essere eﬀettuato in modo estremamente preciso sotto un'agitazione
vigorosa (dato che la resa ﬁnale diminuisce drasticamente in mancanza di agitazione). Un altro
passaggio che sembra essere fondamentale nel processo di produzione è la dialisi che precede
la puriﬁcazione. La proteina viene dializzata in una soluzione 50mM di sodio fosfato pH 7.00
in modo tale da prepararla alla puriﬁcazione e per eliminare il guanidinio. Nel caso di alcuni
batch la proteina veniva lasciata in dialisi per 48 ore, in altri batch per 24 ore. Sembra che
dopo un tempo esteso di dialisi la proteina si frammenti, infatti al momento della puriﬁcazio-
ne il cromatogramma rivela la presenza di più picchi non risoluti, asimmetrici e molto bassi
risultando così in una resa ﬁnale molto bassa.
Dopo aver prodotto lo hproNGF P61SR100E come indicato nel capitolo 5, la proteina
dializzata viene puriﬁcata usando una cromatograﬁa a scambio cationico, dato che il valore
del punto isoelettrico (pI) della proteina è di circa 9 (come lo hNGF WT) questa possiede a
pH 7.00 (pH del buﬀer) una carica positiva. Utilizzando questo tipo di colonna (SP Sepharose
26/10 o 16/10 a seconda del volume di soluzione dopo concentrazione) la proteina viene eluita
a 40 mS. Il picco è simmetrico (ﬁg. 6.1), l'altezza del picco dipende dalla concentrazione di
proteina prodotta.
In questo esempio il picco esce a 45 mS e ha una assorbanza (mAu) a 280nm di 2600.
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Figura 6.1: Puriﬁcazione dello hproNGF P61SR100E con cromatograﬁa a scambio cationico.
Nella parte bassa del cromatogramma viene indicata la frazionazione eseguita dal fraction
collector (linee rosse numerate), quindi basandosi sulla posizione del picco e sulle corrispondenti
frazioni (in questo caso dalla frazione 90 alla 105), possono essere raccolte le frazioni stesse ed
eventualmente corse su gel per valutare la presenza della proteina. Dato che in questo caso il
picco è simmetrico e rispetta le caratteristiche di conduttanza non è stato eﬀettuato un gel di
controllo.
Una volta che si è sicuri che tutti le frazioni isolate contengono la stessa proteina viene
addizionato ammonio solfato ad una concentrazione ﬁnale di 1M, in questo modo si possono
allontanare le eventuali impurezze le quali precipiteranno a questa precisa concentrazione. La
proteina viene ﬁltrata e poi può essere stoccata a -20°C oppure sottoposta al secondo step di
puriﬁcazione.
Il secondo step di puriﬁcazione include una seconda cromatograﬁa questa volta basata su
interazioni idrofobiche scelta tenendo conto dell'indice alifatico della proteina. La colonna
utilizzata è una Phenyl Sepharose 26/10 oppure 16/10 (a seconda del volume di campione).
Utilizzando questo tipo di colonna il picco dovrebbe essere centrato a circa 70/75 mS e dovrebbe
essere simmetrico o leggermente scodato.
Il picco non è perfettamente centrato sui 75 mS, infatti in questo caso è centrato sugli 85
mS, però è molto alto infatti ha una assorbanza di 1178 mAu a 280nm 6.2. Sono state isolate
le frazioni dalla 43 alla 64 ma anche stavolta il gel di controllo non è stato eﬀettuato dato
che il picco rispettava tutte le caratteristiche. Le frazioni vengono unite e la concentrazione
di proteina viene misurata al nanodrop, se la concentrazione misurata risulta essere troppo
bassa, la proteina viene concentrata, rimisurata e poi conservata a -20°C per il successivo taglio
proteolitico.
Lo hproNGF P61SR100E è stato prodotto per 5 volte come schematizzato in Materiali e
Metodi (Capitolo 5). Nella tabella 6.1 vengono riassunti i valori medi delle 5 produzioni.
Lo hNGF P61SR100E prodotto è di 3,5 mg/L di coltura, circa 1/3 del valore dello hproNGF
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Figura 6.2: Puriﬁcazione dello hproNGF P61SR100E con cromatograﬁa di interazione idrofobica
Batch Litri Pellett batterico (g) Pellet (g/L) IB tot (g)
hNGF P61SR100E 5,48 43,8 7,99 38,4
IB (g/L) proNGF (mg) proNGF(mg/L) NGF (mg) NGF (mg(L)
7 46,9 8,55 20,3 3,5
Tabella 6.1: Valori medi dai cinque batch di hproNGF P61SR100E prodotti
P61SR100E (8,55 mg/Ldi coltura).
6.2 Nuovo protocollo di taglio per lo hproNGFWT e hproNGF
P61SR100E
Il vecchio protocollo di taglio per lo hproNGF WT prevedeva di trattare la proteina per un
tempo 24 ore a 4°C. In realtà i dati seguendo questo protocollo non sono riproducibili. Infatti,
quando piccole quantità di proteina vengono utilizzate (nell'ordine del µg) il taglio risulta
eﬃciente e si ottiene la proteina matura, quando vengono utlizzate quantità superiori di proteina
(nell'ordine del mg) il taglio è incompleto e oltre alla proteina matura si ottengono diversi
intermedi. Per il vecchio protocollo di taglio è stato utlizzato un rapporto enzima- proteina
di 1:250, la proteina è stata poi incubata per il tempo prima citato e poi puriﬁcata con una
cromatograﬁa a scambio cationico utilizzando la colonna HiTrap XL_5.
Il picco è simmetrico e centrato a 31 mS, ma dovrebbe essere centrato a 18-20 mS (ﬁg. 6.3).
Dato che il proNGF esce a 40mS, questo potrebbe signiﬁcare che il taglio non è avvenuto e che
in realtà è ancora presente il proNGF oppure si potrebbe essere formata una forma intermedia.
Per questo motivo, le frazioni sono state isolate e analizzate con SDS-PAGE e le bande sono
state rivelate con colorante Coumassie.
Il gel mostra la presenza di bande a circa 23 kDa, che corrisponde ad una forma intermedia
(infatti il monomero di proNGF ha un peso di 25 kDa e l'NGF di 13 kDa). Per delineare un
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Figura 6.3: Cromatograﬁa a scambio cationico dello hNGF WT con il vecchio protocollo
Figura 6.4: Gel hNGF WT tagliato con vecchio protocollo
nuovo protocollo di taglio ho deciso di cambiare le condizioni di taglio, in particolare: i tempi
di esposizione, il pH, il rapporto enzima-proteina e la temperatura. Per ogni prova di taglio ho
utilizzato una quantità di 3 mg di hproNGF WT, nella tabella 6.2 sono schematizzate tutte le
prove di taglio eseguite.
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Tabella 6.2: Schema delle varie prove di taglio eseguite
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Questi test rivelano che il miglior protocollo di taglio è: 16°C a pH 7.00 con una esposizione
over night e un rapporto enzima-proteina di 1:150. Rispetto all'eluizione del picco non ho
ottenuto un miglioramento sui mS di uscita, infatti il picco anche in assenza di proNGF o di
forme intermedie è sempre risultato centrato sui 30mS. Da questi risultati possiamo dire che lo
hNGF WT è una proteina molto resistente al taglio proteolitico con tripsina, il pH non mostra
una grossa inﬂuenza con l'attività della tripsina. Potrebbe essere interessante provare il taglio
con l'altro enzima proteolitico, la furina, che si sa essere anche un enzima responsabile del taglio
proteolitico dello hproNGF endogeno.
Figura 6.5: Puriﬁcazione hNGF P61SR100E dopo taglio con vecchio protocollo
Analogamente allo hproNGF WT, anche per lo hproNGF P61SR100E è stato necessario creare
un nuovo protocollo di taglio. Il vecchio protocollo prevedeva una incubazione a 4°C over-night
sotto una moderata agitazione della soluzione e con un rapporto enzima proteina di 1:250.
Dopo questo periodo la proteina è stata puriﬁcata mediante cromatograﬁa a scambio cationico.
Il picco è ben simmetrico e centrato su 19mS (ﬁg. 6.5). In base a questo valore dovrebbe
essere presente solo hNGF P61SR100E e non la forma pro o altri intermedi. Per confermare
questa ipotesi sono state raccolte le frazioni corrispondenti al picco e sono state analizzate su
gel.
Figura 6.6: Gel dello hNGF P61SR100E dopo taglio con vecchio protocollo
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Tabella 6.3: Rappresentazione schematica delle prove di taglio eﬀettuate per lo hproNGF P61SR100E
Il gel ha confermato l'assenza del proNGF e di altre forme intermedie, ma non si può
escludere la possibilità che l'NGF sia stato over-digerito. Nonostantè ciò è stata misurata
la concentrazione di NGF dopo digestione enzimatica utilizzando il nanodrop, ma questa è
risultata essere davvero molto bassa. 0,03 µg/µL. Per questi motivi è stato necessario delineare
un nuovo protocollo di taglio anche per lo hproNGF P61SR100E modiﬁcando: la temperatura,
il rapporto enzima-proteina e il tempo di esposizione (in questo caso il pH non è stato variato)
con lo scopo di ottenere una resa ﬁnale di hNGF molto più alta. Anche in questo caso per ogni
prova di taglio sono stati utilizzati 3 mg di proteina. Solo quando il protocollo si è mostrato
essere riproducibile sono state utilizzate quantità superiori di proteina (max 7-8 mg per batch).
In tabella 6.3 sono riassunte le condizioni di taglio eﬀettuate.
Dalla tabella 6.3 appare chiaramente che la prova migliore è quella eseguita a 30°C per 1
ora di esposizione e con un rapporto enzima-proteina di 1:250. I dati sono riproducibili e la
resa ﬁnale della proteina è sempre molto più alta rispetto al taglio con il vecchio protocollo. Ad
esempio nel per un batch di 17,1 mg di hproNGF P61SR100E tagliato con il nuovo protocollo è
stata ottenuta una resa ﬁnale di 9,5 mg di hNGF P61SR100E, quasi 1/2 del valore di proNGF.
Il picco in tutti i casi è sempre stato centrato su 20 mS, è simmetrico o leggermente scodato.
Questo permette di escludere in prima istanza la presenza di proNGF nelle frazioni puriﬁcate.
L'altezza del picco dipende dalla quantità di proteina puriﬁcata presente, ma usando questo
protocollo è sempre stata compresa fra 2000 e 3000 mAu (ﬁg. 6.7). Questo indica una resa
ﬁnale di hNGF P61SR100E elevata confermata poi da un'analisi al nanodrop.
Quindi è possibile aﬀermare che lo hNGF P61SR100E è meno resistente al taglio enzimatico
rispetto allo hNGF WT. Infatti mentre nel caso dello hNGF WT un trattamento a 30°C per
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Figura 6.7: Puriﬁcazione hNGF P61SR100E dopo digestione con nuovo protocollo e gel di controllo
un tempo di 2 ore risulta essere ineﬃcace, data la presenza di intermedi di taglio, per lo hNGF
P61SR100E il trattamento a 30°C e 1 ora di esposizione mostra una taglio chiaro in cui è
presente solo la banda di NGF e con resa ﬁnale di proteina molto alta.
6.2.1 Controllo qualità dei batches prodotti: saggio TF1
Le cellule TF1 sono state identiﬁcate per la prima volta da Kitamura et al. nell'Ottobre del 1987
il quale coprì che queste cellule sono completamente dipendenti dal GM-CSF (organulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) per la crescita a lungo termine. Le cellule TF1 esprimono
sulla loro superﬁcie il recettore TrkA in assenza del recettore p75. Il legame dell'NGF al
recettore TrkA sulla membrana cellulare induce l'autofosforilazione e attivazione del recettore,
che scaturisce la diﬀerenziazione e proliferazione delle cellule TF1. Questo signiﬁca che quando
le cellule TF1 sono esposte all'NGF esse diﬀerenziano e sopravvivono, quando le cellule sono
carenti o mancanti di fattori troﬁci muoiono. Questo principio è utilizzato per eseguire un saggio
quantitativo in cui le cellule vengono esposte ad una diluizione seriale di NGF e a seconda della
concentrazione e della qualità della proteina le cellule vivono o muoiono. Questo permette di
ottenere una curva dose-risposta.
Sia lo hNGF WT che lo hNGF P61SR100E prodotti dal taglio proteolitico precedente sono
stati testati in saggio di proliferazione quantitativo TF1 in modo da valutare la attività biologica
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Figura 6.9: Taglio hNGF WT con tripsina Promega/Sigma
In tutti i graﬁci da qui in poi mostrati le linee rappresentano i valori teorici e i punto i
valori reali misurati. Tutti i controlli sono mostrati in rosso, in questo caso i campioni in blu
(eccetto per la ﬁg. 6.9 in cui un campione è in verde). Dato che le curve sperimentali sono
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perfettamente sovrapposte a quelle dei controlli possiamo dedurre che tutti i nuovi batch che
sono stati prodotti hanno una eguale capacità nell'indurre la sopravvivenza e la proliferazione
cellulare. Inoltre i valori sperimentali sono ben sovrapposti ai valori teorici, questo implica che
i dati sono riprodubili e attendibili. Non c'è diﬀerenza tra lo hNGF WT prodotto con tripsina
Promega rispetto a quello prodotto con tripsina Sigma.
Hmax C50
Ct 2,45 8,00
NGF WT Promega 2,45 8,08
NGF WT Sigma 2,45 8,38
Ct 2,5 8,48
NGF WT 0,29 mg/mL 2,5 8,39
Tabella 6.4: Valori di Hmax e C50 del hNGF WT
Nella tabella 6.4 sono riportati i valori della potenza dei trattamenti del hNGF WT sulle
cellule TF1 (Hmax) e la concentrazione di hNGFWT che determina la metà dell'eﬀetto massimo
(C50). Non c'è diﬀerenza nei valori di Hmax e C50 degli hNGFs WT prodotti e i loro rispettivi
controlli. Quindi i nuovi batch prodotti posso considerarsi ugualmente eﬃcaci nell'indurre la
proliferazione delle cellule TF1.
Anche nel caso degli hNGFs P61SR100E l'attività biologica dei nuovi batch prodotti è stata
testata su cellule TF1.
Figura 6.10: Saggio proliferativo TF1 dei nuovi batch di hNGF P61SR100E
Anche nel caso del hNGF P61SR100E i valori sperimentali sono sovrapposti ai valori teorici,
così come le curve dei campioni analizzati si sovrappongono alla curva dei controlli positivi
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utilizzati. Questo signiﬁca che tutti i batch inducono uguale proliferazione e mantenimento della
vitalità cellulare. Questi eﬀetti si possono valutare anche osservando la tabella 6.5 sottostante
che confronta i valori di Hmax e di C50 dei vari hNGFs P61SR100E prodotti. Da notare
che lo hNGF P61SR100E ha la stessa potenza dello stesso hNGF WT, dato che raggiunge lo
stesso valore di Hmax. Invece, il valore della C50 è leggermente più alto nel caso del hNGF
P61SR100E rispetto alla controparte wild type questo signiﬁca che una maggiore concentrazione
sarà necessaria per raggiungere la metà dell'eﬀetto massimo.
Hmax C50
hNGF P61SR100E ct 2,76 67,8
hNGF P61SR100E 0,77 mg/mL 2,76 77,3
hNGF P61SR100E 1,05 mg/mL 3,05 90,7
hNGF P61SR100E ct 2,02 33,06
hNGF P61SR100E new 2,45 54,04
Tabella 6.5: Valori di Hmax e 50 del hNGF P61SR100E
L'attività dei nuovi batches è stata testata anche in cellule PC12 (cellule di feocromocitoma)
(ﬁg. 6.11). Le cellule PC12 possono diﬀerenziare in cellule con caratteristiche di neuroni anche
se non sono considerate neuroni adulti. Questo rende le cellule PC12 un utile modello per
studiare la diﬀerenziazione neuronale. Le cellule PC12 che vengono cresciute in assenza di
NGF presentano invece una morfologia rotondeggiante e non diﬀerenziata. Invece, quando
queste cellule vengono esposte a NGF maturo per diversi giorni acquisiscono caratteristiche di
neuroni diﬀerenziati ad esempio espongono processi allungati chiamati neuriti. A diﬀerenza del
saggio TF1, il saggio con cellule PC12 è solo un saggio qualitativo e non quantitativo dato che
si basa soltanto su un eﬀetto visivo.
(a) PC12 esposte a hNGF WT (b) PC12 esposte a hNGF P61SR100E
Figura 6.11: Saggio PC12 a) hNGF WT b) hNGF P61SR100E
Lo hNGF WT (6.11a) e lo hNGF P61SR100E (6.11b) hanno uguale capacità nell'indurre
diﬀerenziazione delle cellule PC12 in termini di vitalità, di cellule diﬀerenziate e crescita dei
neuriti.
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6.3 Analisi di stabilità
6.3.1 Temperatura
La stabilità del hNGF P61SR100E, dopo incubazioni a diﬀerenti temperature come indicato
nella tabella 5.1, è stata paragonata a quella del hNGF WT e degli altri mutanti NGF (hNGF
P61S e hNGF R100E) trattati nelle stesse condizioni. Le proteine sono state incubate a diﬀeren-
ti temperature e tempi e poi la perdita di attività è stata misurata con saggio quantitativo TF1.
Le stesse proteine, non trattate, sono state utilizzate come controllo positivo. Le condizioni di
temperatura che sono state scelte sono: temperatura ambiente, 4°C e 37°C.
A temperatura ambiente non ci sono grossi cambiamenti nell'attività del NGF WT (ﬁg.
6.13), NGF P61S (ﬁg. 6.15) e NGF P61SR100E (ﬁg. 6.12) anche dopo una settimana di incu-
bazione. D'altra parte il trattamento a temperatura ambiente danneggia severamente l'attività
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Figura 6.15: Saggio proliferativo TF1 del hNGF P61S a temperatura ambiente
Anche in base ai valori di Hmax e C50, mostratti in tabella 6.6, si può aﬀermare che solo la
attività del hNGF R100E è inﬂuenzata dalla incubazione a temperatura ambiente. Già dopo
















h NGF R100E  RT
hNGF R100e 7days
hNGF R100e 7days fit
hNGF R100e 14days
hNGF R100e 14days fit
ct hNGF R100e
ct hNGF R100e fit
Figura 6.14: Saggio proliferativo TF1 del hNGF R100E a temperatura ambiente
C50, quindi molta più proteina sarà necessaria per raggiungere un eﬀetto paragonabile a quello
dello hNGF WT. Dopo due settimane di incubazione la situazione peggiora ulteriormente e la
curva dose-risposta assume una tendenza quasi lineare.
L'incubazione a 4°C nel caso del hNGF WT (ﬁg. 6.17) e hNGF P61S (ﬁg. 6.18) ancora una
volta non ha grossi eﬀetti sulla stabilità e quindi sulla attività delle proteine. I valori di Hmax
e C50 (tab. 6.7) per entrambe le proteine rimangono sempre uguali ai valori del controllo.
Per quanto riguarda invece lo hNGF R100E (ﬁg. 6.19), questa presenta una riduzione della
sua attività già dopo una settimana di incubazione, la situazione è più pronunciata dopo due
settimane di trattamento, mentre non è stato possibile eﬀettuare l'interpolazione dei dati dopo
4 settimane di incubazione probabilmente perchè la proteina ha una attività molto bassa e la
curva dose-risposta perde il suo andamento. Inﬁne l' NGF P61SR100E (ﬁg. 6.16) mostra un
comportamento intermedio tra lo hNGF WT (quindi anche il mutante NGF P61S) e lo hNGF
R100E come mostrano i graﬁci e i valori di Hmax e C50. Questo è probabilmente dovuto ad un
eﬀetto stabilizzante della mutazione P61S sulla mutazione R100, che potrebbe spiegare perchè
il singolo mutante painless (hNGF R100E) è meno stabile.
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Hmax C50
hNGF WT 1 giorno 2,40 6,44
hNGF WT 3 giorni 2,40 6,58
hNGF WT 7 giorni 2.40 6,60
hNGF WT ct 2,40 6,38
hNGF P61S 1 giorno 1,94 7,25
hNGF P61S 3 giorni 2,04 11,03
hNGF P61S 7 giorni 2,03 11,05
hNGF P61SR100E 1 giorno 1,76 7,01
hNGF P61SR100E 3 giorni 1,92 13,7
hNGF P61SR100E 7 giorni 1,64 4,7
hNGF P61SR100E ct 1,80 7,98
hNGF R100E 7 giorni 3,24 224,3
hNGF R100E 14 giorni 22,95 3812,0
hNGF R100E ct 2,3 44,19
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Figura 6.19: Saggio di proliferazione TF1 del hNGF R100E 4°C
Il trattamento che comporta conseguenze peggiori sull'attività di tutte le proteine, è l'in-
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Figura 6.20: Saggio di proliferazione TF1 del hNGF P61SR100E 37°C
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Hmax C50
hNGF WT 4 giorni 2,36 6,62
hNGF WT 7 giorni 2,34 6,89
hNGF WT 2 settimane 2,45 8,5
hNGF WT 4 settimane 2,39 6,89
hNGF WT ct 2,46 7,92
hNGF P61S 4 giorni 1,66 6,07
hNGF P61S 7 giorni 1,68 3,93
hNGF P61S 2 settimane 1,97 7,77
hNGF P61S 4 settimane 1,98 9,92
hNGF P61S ct 1,91 44,12
hNGF P61SR100E 2 settimane 1,91 44,12
hNGF P61SR100E 4 settimane 2,18 81,25
hNGF P61SR100E ct 2,02 33,07
hNGF R100E 1 settimana 2,98 136,59
hNGF R100E 2 settimane 4,41 380,5
hNGF R100E ct 2,20 44,31
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Figura 6.23: Saggio di proliferazione cellulare TF1 del hNGF R100E 37°C
Lo hNGF WT (ﬁg. 6.21) a diﬀerenza di tutte le altre prove viste precedentemente, perde la
sua attività già dopo un giorno di incubazione, maggiormente dopo 1 settimana. Anche l' NGF
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P61S (ﬁg. 6.22) mostra un comportamento simile alla controparte wild type. In particolare,
entrambe le proteine assumono un andamento non tipico di una curva di saturazione dopo una
settimana di incubazione. Inoltre, al contrario dei casi precedenti anche alla concentrazione
massima di NGFs utilizzata non raggiungono il valore di Hmax del controllo (tab. 6.8 ).
Questo indica una denaturazione forte delle proteine. Nel caso sia del singolo (ﬁg. 6.23) che
del doppio (ﬁg. 6.20) mutante painless, il graﬁco mostra una sostanziale perdita di attività già
dopo un giorno di incubazione. Dopo 7 giorni invece, l'attività delle proteina è severamente
compromessa e i dati non possono essere interpolati.
Hmax C50
hNGF WT 1 giorno 2,6 74,5
hNGF WT 1 settimana 3,15 253,71
hNGF WT ct 2,5 8,9
hNGF P61S 1 giorno 2,94 117,5
hNGF P61S 1 settimana 4,45 493,1
hNGF P61SR100E 1 giorno 4,5 383,9
hNGF P61SR100E ct 1,7 12,1
hNGF R100E 1 giorno 2,4 389,4
hNGF R100E ct 2,1 62,5
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Figura 6.27: Saggio di proliferazione TF1 del hNGF R100E Congelamento-Scongelamento
L'attività del hNGFWT (ﬁg. 6.25) non è inﬂuenzata dai cicli di congelamento-scongelamento
infatti, tutte le curve risultano essere sovrapposte. Anche i valori di Hmax e C50 (tab. 6.9)
dei campioni sono paragonabili fra loro. L'NGF P61S (ﬁg. 6.26) segue per stabilità il wild
type infatti, mostra ancora una volta un comportamento molto simile a quello del hNGF WT.
Anche nel caso del hNGF P61S i valori di Hmax e C50 dei campioni sono uguali a quelli del
controllo, con un leggero aumento della C50 dopo 12 cicli. Invece, lo hNGF R100E (ﬁg. 6.27)
si mostra essere nuovamente il meno stabile fra gli NGFs, la sua attività diminuisce già dpo 5
cicli di congelamento-scongelamento e peggiora dopo 12 cicli (come mostrano i valori altissimi
di C50 mostrati in talella 6.9 ). Inﬁne lo hNGF P61SR100E (ﬁg. 6.24) ha un comportamento
intermedio, è meno resistente del hNGF WT e hNGF P61S, ma più stabile del singolo mutante
painless.
6.3.3 Lioﬁlizzazione




hNGF WT 5 FT 2,5 10,5
hNGF WT 12FT 2,5 13,70
hNGF P61S 5FT 1,69 4,15
hNGF P61S 12FT 1,74 10,9
hNGF P61S ct 1,84 4,03
hNGF P61SR100E 5FT 1,64 19,10
hNGF P61SR100E 12 FT 1,65 35,16
hNGF P61R100E ct 1,67 12,10
hNGF R100E 5FT 4,4 355,76
hNGF R100E 12 FT 19,10 3209,3
hNGF R100E ct 2,17 58,3
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Figura 6.28: Saggio di proliferazione TF1 per gli hNGFs dopo lioﬁlizzazione
Il ciclio di lioﬁlizzazione non inﬂuenza la stabilità di tutti gli hNGF testati (ﬁg. 6.28). I
valori sperimentali (indicati in questo graﬁco come asterischi) sono ben sovrapposti ai valori
dei controlli (indicati con i punti). C'è anche una buona sovrapposizione dei valori sperimentali
con le curve teoriche che indica una buona attendibilità dei dati.
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Hmax C50
hNGF WT lio 2,31 6,44
hNGF WT ct 2,32 6,49
hNGF P61S lio 1,75 4,17
hNGF P61S ct 1,78 3,39
hNGF P61SR100E lio 1,65 12,96
hNGF P61SR100E ct 1,69 10,12
Tabella 6.10: Valori di Hmax e C50 per gli hNGFs dopo lioﬁlizzazione
Il valore più alto di Hmax (mostrato in tab. 6.10) è del hNGF WT indicando una maggiore
potenza a pari concentrazione di NGF rispetto agli altri due mutanti. D'altra parte il doppio
mutante hNGF P61SR100E painless ha il valore di C50 più alto e l'Hmax più basso, infatti
è meno eﬃcace del WT nell'indurre la proliferazione delle TF1 a pari concentrazione. I dati
relativi al hNGF R100E non sono disponibili, dato che la prova di lioﬁlizzazione non è stata
eﬀettuata, ma dato che in tutte le prove precedenti ha sempre avuto il peggior comportamento e





Questo studio è atto alla caratterizzazione del mutante hNGF P61SR100E deﬁnito "painless
NGF". Come già precedentemente spiegato infatti l'NGF wild type non può essere utilizzato in
terapia in quanto esso provoca eﬀetti collaterali molto forti quali mialgia, dolore, iperalgesia e
perdita di peso [90] [92]. Per questo motivo è stata sviluppata un forma mutante del hNGFWT,
in base alle scoperte riguardanti la patologia di HSAN V una forma di insensibilità congenita
al dolore. Pazienti aﬀetti da questa malattia sono caratterizzati da una completa perdita
di sensibilità a stimoli dolorosi, multi fratture e alterata sensibilità termica. [98]. La causa
di questa patologia è stata riscontrata in una mutazione missenso nel gene del βNGF. Tale
mutazione risulta nella sostituzione dell'amminoacido Arginina (R) nella posizione 100 dell'NGF
maturo con Triptofano (W) [100]. Partendo da questa patologia sono stati sviluppati diversi
mutanti, tra i quali lo hNGF R100E si è dimostrato il più interessante. A questa proteina
(hNGF R100E) è stata addizionata una seconda mutazione nella posizione 61 dell'NGF maturo
allo scopo di ottenere una molecola che fosse tracciabile in cui, l'amminoacido prolina (P) è stato
sostituito dall'amminoacido serina (S) [101]. Si è ottenuto cosi il mutante hNGF P61SR100E
painless. Per valutare l'utilizzo di questa proteina in approcci terapeutici futuri, ho prodotto
il mutante hproNGF P61SR100E come ricombinante in cellule di Escherichia Coli, ho messo
a punto un nuovo protocollo di taglio della muteina ed eseguito una serie di test in vitro per
valutarne la stabilità e la resistenza in determinate condizioni. Si vuole dimostrare che lo hNGF
P61SR100E mantiene le stesse capacità bioattive dello hNGF WT e che rappresenta tra tutte
le muteine prodotte ﬁnora il miglior candidato farmaco a futuri studi clinici.
Quando la proteina hproNGF P61R100E viene espressa in cellule di E.Coli non trova mec-
canismi in grado di assistere il ripiegamento e processamento quindi viene depositata nei corpi
di inclusione. Per questo motivo, per la sua puriﬁcazione è necessario, prima della puriﬁcazione
eﬀettuare un refolding in modo tale che la proteina assuma la sua conformazione nativa. La
fase di refolding è particolarmente critica nella fase di produzione. Questa infatti, deve essere
eﬀettuata in maniera precisa e sotto una vigorosa agitazione. Il proNGF ottenuto viene ta-
gliato con proteasi e l'attività biologica del NGF P61SR100E prodotto viene valutata con il
saggio TF1 (che permette di ottenere una curva dose-risposta). In seguito alla produzione di
vari batch, ho ottenuto una quantità di proteina matura pari a circa 3,5 mg/L di coltura, circa
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1/3 del valore del proNGF prodotto (8,55mg/L). Uno dei fattori che inﬂuenzano la resa ﬁnale
della proteina sembra essere la dialisi. Infatti, dopo la fase di refolding la proteina viene posta
in dialisi in soluzione tampone 50mM sodio fosfato pH 7.00. Abbiamo constatato che quando
la proteina viene posta in dialisi molto lunghe (ad esempio 48 ore) la resa di proteina risulta
essere più bassa rispetto a quella ottenuta in seguito a dialisi corte (non più di 24 ore).
Dai risultati ottenuti dalle prove di taglio si può aﬀermare che lo hNGF P61SR100E è molto
meno resistente al taglio proteolitico con tripsina rispetto alla sua controparte wild type hNGF
WT. Infatti, mentre per lo hNGF P61SR100E è suﬃciente un'incubazione a 30°C per un'ora,
il trattamento dello hNGF WT nelle stesse condizioni risulta incompleto. Sarebbe senz'altro
curioso eﬀettuare il taglio con l'altra proteasi : furina, proteasi che è nota tagliare il proNGF
endogeno intracellularmente. Dopo taglio proteolitico le proteine sono state testate in saggio
quantitativo TF1 e hanno mostrato avere uguale capacità nell'indurre proliferazione e vitalità
cellulare.
Per quanto riguarda invece le prove di stabilità in vitro i principali risultati sono: lo hNGF
WT e hNGF P61S hanno un comportamento pressocchè identico, mentre lo hNGF R100E è
il mutante che subisce il maggior crollo dell'attività anche in seguito a brevi esposizioni e a
sbalzi termici minimi; lo hNGF P61SR100E presenta un'attività intermedia tra lo hNGF WT
e lo hNGF R100E probabilmente dovuto ad un eﬀetto stabilizzante della mutazione P61S sulla
murazione R100.
I risultati ottenuti costituiscono un importante passo verso la sperimentazione clinica del
mutante hNGF P61SR100E sull'uomo. Infatti, tenendo in considerazione che lo hNGF WT
non può essere utilizzato in terapia per la comparsa di notevoli eﬀetti collaterali, principalmen-
te collegati alla sua attività di sensibilizzazione nocicettiva, lo hNGF P61SR100E rappresenta
il miglior candidato per studi terapeutici futuri (lead therapeutic candidate) e la caratteriz-
zazione della proteina ricombinante hNGF P61SR100E costituisce un passo essenziale per lo
sviluppo farmaceutico di questo lead terapeutico. Rispetto poi allo hNGF R100E, lo hNGF
P61SR100E ha anche il vantaggio della mutazione P61S che ne conferisce la tracciabilità. Que-
sta caratteristica potrà essere sfruttata in studi clinici futuri in vivo e permetterà di monitorare







C11- e C13-NGF P61R100E
8.1 Due nuove proteine di fusione del hNGF P61SR100E
La barriera emato encefalica (BEE) è una barriera ﬁsiologica altamente selettiva che separa il
ﬂusso sanguigno dal ﬂuido extracellulare nel sistema nervoso centrale (SNC). La BEE è forma-
ta da cellule endoteliari capillari che sono connesse fra di loro da strette giunzioni. La BEE
regola il passaggio di acqua, diversi gas e molecole lipidiche solubili, che possono permearla
per diﬀusone passiva, cosi come di molecole che presentano proteine trasportatrici sulla sua
membrana come ad esempio il glucosio e gli amminoacidi che sono cruciali per il corretto fun-
zionamento neuronale. D'altra parte questa barriera previene il passaggio di molecole grandi e
polari. L'NGF ha un elevato potenziale come molecola terapeutica infatti, previene o riduce la
neurodegenerazione ed è implicato nella protezione e il mantenimento di neuroni colinergici del
proencefalo basale [8]. Nella prima parte della tesi ho discusso uno dei grossi limiti terapeutici
del hNGF WT ovvero, la presenza di eﬀetti collaterali principalmente collegati alla sua capa-
cità di sensibilizzazione dei nocicettori. Questo problema è stato in parte ovviato mediante lo
sviluppo di una forma mutata: hNGF P61SR100E deﬁnito mutante "painless" proprio per la
mancanza di comparsa di dolore. Un altro importante ostacolo legato all'utilizzo del hNGF
WT come molecola terapeutica è la scarsa permeabilità che questo ha per la barriera emato en-
cefalica. Infatti sono stati misurati i valori del coeﬃciente di permeabilità dell'NGF maturo per
sei diverse aree del cervello e i valori erano tra 14 e 47 volte più elevati rispetto a quelli calcolati
per l'albumina [91]. Per ovviare a questo problema un gruppo di ricercatori (Ciclogenix) ha
sviluppato due nuove proteine di fusione: C11-NGF P61SR100E e C13-NG P61SR100E in cui
un peptide ciclotide è stata aggiunta alla sequenza C-terminale del hNGF P61SR100E tramite
un linker. Le proteine ciclotide sono piccoli peptidi ricchi di ponti disolfuro che tipicamente
contengono 28-40 amminoacidi e sono caratterizzati da una struttura ciclizzata testa-coda e in-
trecciati per la presenza di pondi disolfuro. Non sono disponibili altre informazione riguardanti
C11 e C13 in quanto secretate.
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8.2 Materiali e metodi
8.2.1 Linea cellulare CHO, coltura e trasfezione
Il DNA plasmidico di C11 e C13, è stato utilizzato per trasformare chimicamente le cellule
DH10β. Le cellule trasformate DH10 β sono state piastrate su terreno LB agar addizionato
di ampicillina e cresciute per tutta la notte a 37°C. Successivamente è stato isolata una unica
colonia ed è stato inoculato in 200 mL di terreno LB. Il DNA plasmidico è stato poi ottenuto
seguendo le istruzioni (PureYield Plasmid Maxiprep - Promega) e risospeso in acqua priva
di endotossine. Il DNA plasmidico è stato utilizzato per trasfettare le cellule CHO (Ovarian
Hamster Cells). Le cellule CHO sono state cresciute in terreno F12 addizionato di 10% di
siero fetale bovino (FBS) e penicillina/streptomicina. Il giorno prima della trasfezione le cellule
sono state splittate e diluite 1:3 per raggiungere una conﬂuenza del 60%. Le cellule sono state
trasfettate con 20 µg di DNA e 40 µL di lipofectamina seguendo le istruzioni (Lipofectamine
2000 Invitrogen). Circa 24 ore dopo la trasfezione, 500 mg/mL di Zeocina (Invitrogen) sono
stati aggiunti alle cellule CHO e 72 ore dopo la trasfezione le cellule sono state splittate e
ripiastrate con una diluizione minore in modo da ottenere l'isolamente di un clone stabile. Per
selezionare il clone stabile, 500 mg/mL di zeocina sono stati addizionati alla coltura ogni 48 ore
per 15 giorni. Dopo la selezione di cloni stabili è stata fatto una cell bank e le cellule stoccate
a -80°C.
8.2.2 Adattamento al terreno senza siero
Le cellule sono state cresciute in terreno F12 addizionato di 10% FBS per 1 settimana. Dopo
due split le cellule sono state lavate con PBS sterile ed sono state risospese in tereno CD-CHO
(Gibco), un terreno privo di siero. Il supernatante è stato raccolto dopo 4 e 7 giorni, ﬁltrato e
stoccato a -20°C
8.2.3 Saggio ELISA
Per valutare la presenza delle proteine di fusione hNGF P61SR100E-Cyc nel mezzo CHO è
stato eseguito un normale ELISA sandwich. Inizialmente è stato fatto un coating della piastra
O.N utilizzando buﬀer carbonato, successivamente l'anticorpo policlonale di coniglio anti-NGF
H20 (Santa Cruz ) usato in concentrazione di 5 µg/mL è stato catturato sulla piastra. Per
il blocking è stato utilizzato latte al 4% in buﬀer PBS e la piastra è stata incubata per 4
ore a temperatura ambiente. Dopo lavaggi della piastra, le proteine di fusione C11 e C13
sono state caricate sulla piastra e incubate over night a 4°C. Ogni campione è stato valutato
in duplicato e sono stati utlizzati controlli positivi e negativi. Come anticorpo primario è
stato utilizzato l'anticorpo monoclonale anti-NGF αAD11 come anticorpo speciﬁco antiNGF
a concentrazione di 1:200 e incubato per sei ore a temperatura ambiente. Come anticorpo
secondario è stato impiegato invece, un anticorpo anti-rat a concentrazione di 1:5000 e incubato
per un'ora a temperatura ambiente. La reazione è stata rivelata usando TMB (Sigma) per
65
reazione colorimetrica. La reazione è stoppata per aggiunta di acido solforico 1M e la piastra
viene letta a 450 nm utilizzando l'ELISA reader (BIORAD). Non è stata eﬀettuata una curva
di calibrazione e quindi in questo caso speciﬁco l'ELISA è stato solo un saggio qualitativo e
non quantitativo.
8.2.4 Puriﬁcazione delle proteine di fusione con cromatograﬁa a scam-
bio cationico.
La proteina di fusione C11 è stata scongelata e caricata su colonna per la puriﬁcazione. La
colonna utilizzata è la SP sepharose 16/10 o HiTrap Sepharose XL-5. Entrambe le colonne
sono state equilibrate con 5 volumi di colonna (CV) di buﬀer A (50mM sodio fosfato pH 7.00),
5 CV di buﬀer B (buﬀer A+ 1M NaCl) e 5CV di buﬀer A. Il campione è stato eluito con un
gradiente lineare da 0 a 100% di buﬀer B ad una velocità di 3mL/min in 10 CV per la prima
puriﬁcazione di C11 e un gradiente a step (prima da 0 a 60% di buﬀer B in 40 CV e poi dal 60
a 100% di buﬀer B in 10CV) per la seconda. Alla ﬁne la colonna è stata pulita con buﬀer B.
Le frazioni raccolte sono state testate in SDS-PAGE per selezione le uniche che contenessero la
proteina di interesse.
8.2.5 Puriﬁcazione della proteina di fusione C13-NGF P61SR100E
con una cromatograﬁa anti-Hys tag
La proteina di fusione C13 è stata scongelata e caricata su colonna HisTrap-1mL euilibrata con
2CV di buﬀer di eluizione (20mM sodio fosfato pH 7.40, 500mM imidazolo, 0,5 M NaCl) e un
numero di CV suﬃciente di buﬀer di legame (20mM sodio fosfato pH 7.40, 20 mM imidazolo
e 0,5 M NaCl) in modo da ottenere una riduzione del valore dell'UV a 280 nm. Il campione è
stato caricato O.N. Il giorno dopo la proteina è stata eluita con un gradiente diviso in step: il
primo step, da 0 a 10% di buﬀer di eluizione in 2CV per eliminare eventuali impurezze presenti
e poi ﬁno al 100% in 10 CV. La colonna è stata lavata con il buﬀer di legame e le frazioni
raccolte sono state analizzate con Western Blot per selezionare le uniche che contenessero la
proteina di interesse.
8.2.6 Western Blot
Il gel (dopo SDS-PAGE) è stato trasferito su membrana di nitrocellulosa in semi-dry per un'ora
a 80mA e 10 V. Dopo la rimozione della membrana dal sistema di blotting, la membrana è stata
incubata per 1 ora a temperatura ambiente con il blocking buﬀer (latte al 4% in PBS). Dopo i
lavaggi, è stato addizionato l'anticorpo primario H20 a concentrazione di 1:200. Dopo ulteriori
lavaggi in PBS-Tween è stato addizionato l'anticorpo secondario (anti-rabbit) a concentrazione
1:7000 in latte al 4% (latte in PBS-Tween) ed incubato per 1 ora a temperatura ambiente.
Dopo lavaggio sempre con PBS-Tween la membrana è stata sviluppata utilizzando la soluzione
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ECL. La membrana è stata velocemente asciugata e sviluppata con la soluzioe di sviluppo (mix
della soluzione A e B del kit) ed è stata poi esposta per tempi diversi.
8.3 Risultati
8.3.1 Espressione delle proteine di fusione in linea cellulare CHO e
puriﬁcazione
Per valutare la presenza delle proteine di fusione C11- e C13-NGF P61SR100E nel mezzo delle
cellule CHO è stato eseguito un test ELISA (ﬁg. 8.1).
Figura 8.1: Saggio ELISA per accertare la presenza di C11 e C13 nel mezzo cellulare
I dati mostrano che entrambe le proteine di fusione sono stabilmente espresse dalle cellule
CHO già dopo 3 giorni. In entrambi i casi la concentrazione è minore dopo 10 giorni e aumenta
nei giorni successivi. Basandosi su questi dati ho deciso di raccogliere il sovranatante dopo 4 e
7 giorni di coltura delle cellule, sia per C11 che per C13. Per essere maggiormente sicuri che le
cellule esprimono le proteine di fusione anche quando sono poste in terreno CD-CHO è stato
eﬀettuato un altro saggio ELISA direttamente su campioni della raccolta (ﬁg. 8.2)
Figura 8.2: Saggio ELISA per accertare la presenza di C11 e C13 in terreno CD-CHO
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L'ELISA ha confermato anche questa volta la presenza di entrambe le proteine di fusione
nel mezzo cellulare. I sovranatanti sono stati raccolti dopo quattro e sette giorni di espressione
e sono stati stoccati a -20°C in attesa di successiva puriﬁcazione.
Sono stati raccolti circa 300 mL di mezzo cellulare per C11, questi sono stati divisi in due
campioni. Il primo campione è stato dializzato in 50 mM di buﬀer sodio fosfato pH 7.00,
ﬁltrato e puriﬁcato utilizzando una comatograﬁa a scambio cationico. Dato che il valore del
punto isoelettrico (pI) della proteina è di 8,26 a pH 7.00 (pH del buﬀer) questa possiede una
carica positiva, come nel caso del hNGF WT (pI 9), ma dato che il valore del pI per C11-NGF
P61SR100E è più basso la proteina dovrebbe essere eluita prima di qualche mS rispetto alla
controparte wild type.
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Figura 8.3: Puriﬁcazione di C11-NGF P61SR100E con cromatograﬁ a scambio cationico
La proteina di fusione C11 viene sfortunatamente eluita con altre proteine (ﬁg. 8.3) che
probabilmente possiedono le stesse caratteristiche ﬁsico-chimiche quindi, il cromatogramma
rivela più picchi, i più interessanti localizzati nella zona compresa tra il 33 e il 52% di gradiente,
ma inaspettatamente a 19 mS (la zona dello hNGF WT). Per questo motivo sono state isolate
delle frazioni e sono state analizzate con SDS-PAGE per individuare le uniche contenessero la
proteina di interesse.
Il peso molecolare di C11-NGF P61SR100E è stato stimato essere 20,3 kDa, quindi la banda
della proteina dovrebbe essere presente tra quella del proNGF e quella dell'NGF maturo. Nel gel
(non mostrato) non si sono ottenute bande in quella zona, forse dovuto ad una concentrazione
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molto bassa di proteina. Anche il Western Blot (non mostrato) non ha rivelato bande in quella
zona.
Il secondo campione di C11 è stato dializzato in 5L di buﬀer 50 mM sodio fosfato pH 7.00,
ﬁltrato e puriﬁcato utilizzando anche in questo caso una cromatograﬁa a scambio cationico.
Dato che nella precedente puriﬁcazione il picco di maggior interesse era concentrato nella zona
tra il 33 e il 52 % di gradiente, è stata eseguita una eluizione in step di gradienti e in un
maggior numero di volumi di colonna con lo scopo di incrementare la risoluzione e quindi la
separazione dei picchi. Anche questa volta però, non è stata ottenuta una buona risoluzione
infatti, la proteina di eluizione viene eluita insieme ad altre proteinte. Per questo motivo è
stato necessario cambiare strategia di puriﬁcazione (ﬁg. 8.4).
Figura 8.4: Puriﬁcazione C11 NGF P61SR100E con cromatograﬁa a scampio cationico: step di gradiente
Il campione precedentemente raccolto di C13- NGF P61SR100E è stato scongelato e puriﬁca-
to utilizzando una colonna Hys-tag, quindi una cromatograﬁa di aﬃnità. Questa cromatograﬁa
rispetto alla precedente a scambio cationico ha lo svantaggio di legare alla colonna molte im-
purezze e non è quindi il metodo preferenziale scelto per la puriﬁcazione di una proteina. Il
sovranatante di C13 è stato dializzato in 5L di buﬀer 20mM sodio fosfato pH 7.4 + 0,5 M NaCl.
Dopo la dialisi è stato addizionato imidazolo 20mM in modo da prevenire l'attacco di impurezze
alla colonna per quanto possibile e anche perchè la fase stazionaria della colonna include ioni
Nichel. Il campione è stato caricato O.N e il giorno seguente la colonna è stata lavata con 10
volumi di colonna di buﬀer di legame in modo da ottenere una riduzione del valore dell'UV a
280 nm, dato che l'imidazolo essendo aromatico assorbe in quella zona. Quando l'UV è sceso a
valori minimi, la colonna è stata capovolta e la proteina eluita. Diﬀerentemente dalla croma-
tograﬁa a scambio ionico, quella di aﬃnità è basata su interazioni di natura non covalente tra
l'analita e speciﬁche molecole quindi, se la proteina dovesse essere presente, questa dovrebbe
essere eluita immediatamente.
Come atteso il picco è fuoriuscito immediatamente, in modo risoluto dagli altri picchi e
con assorbanza a 280 nm di 150 mAu (ﬁg.8.5). Come detto prima però, c'è da considerare
che nel campione è presente imidazolo e che assorbe anch'esso a quella lunghezza d'onda. Per
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Figura 8.5: Puriﬁcazione C13-NGF P61SR100E con cromatograﬁa di aﬃnità
confermare la presenza della proteina sono state raccolte le frazioni e analizzate con Western
Blot (ﬁg. 8.6).
Figura 8.6: Western blot di C13-NGF P61SR100E
In questo caso per essere maggiormente sicuri della presenza della proteina di fusione, è
stato incluso anche un controllo positivo, ovvero la proteina C13-NGF P61SR100E prodotta
dalla Ciclogenix. Il western ha confermato la presenza della proteina di fusione, la banda è a
circa 20 kDa, che corrisponde al peso molecolare stimato per C13 e la resa ﬁnale è più alta
rispetto a quella ottenuta dalla Ciclogenix. Inoltre, dato che l'aspetto delle bande è pressocchè
identico possiamo ipotizzare che la Ciclogenix abbia utilizzato la stessa via di puriﬁcazione da
noi adottata. Il western rivela anche che le frazioni 42 e 43 contengono anche altre bande,
quindi sarà necessario appurare la strategia di puriﬁcazione.
Le frazioni positive sono state dializzate in PBS e concentrate. La concentrazione ﬁnale di
proteina ottenuta è di 0,6 µg/mL di sovranatante cellulare quindi in totale 90 µg di proteina,
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ma dato che la proteina è stata puriﬁcata una sola volta, la resa non si può considerare un dato
deﬁnitivo. Non è stato possibile puriﬁcare anche C11 utilizzando questa via di puriﬁcazione
dato che non c'erano più campioni disponibili ma, dato che le proteine hanno delle caratte-
ristiche molto simili possiamo ipotizzare che C11-NGF P61SR100E avrebbe avuto lo stesso
comportamento di C13.
Per valutare la bioattività della proteina di fusione prodotta e puriﬁcata, questa è stata
testata in saggio di proliferazione TF1 utilizzando lo hNGF P61SR100E come controllo positivo.
8.3.2 Controllo qualità della proteina di fusione C13 prodotta in sag-
gio TF1
Figura 8.7: Saggio di proliferazione TF1 per C13-NGF P61SR100E
Dal saggio TF1 (ﬁg. 8.7) possiamo concludere che le due proteine (C13 EBRI in blu e C13
della Ciclogenix in verde) hanno una capacità molto simile nell'indurre la proliferazione delle
cellule TF1 dato che le curve sono ben sovrapposte. In questo saggio è stato utilizzato lo hNGF
P61SR100E come controllo positivo (pallino rosso).
8.4 Conclusioni
Come discusso già nella prima parte uno dei problemi che rende diﬃcoltoso l'utilizzo del hNGF
come farmaco per il trattamento di malattie neurodegenerative, quali ad esempio l'Alzheimer,
è legato alla scarsa permeabilità di questa molecola per la BEE [91]. Per aggirare il proble-
ma la strategia attuale è quella di utlizzare una somministrazione intranasale, ma si stanno
sperimentando nuove strategie basate sulla fusione della molecola di NGF con peptidi che do-
vrebbero favorire l' accesso al cervello tramite la BEE. A questo scopo, sono state prodotte due
nuove proteine di fusione (C11 e C13) in cui un peptide ciclotide è stato aggiunto alla sequenza
C-terminale dello hNGF P61SR100E (hNGF P61SR100E-Cyc), nel tentativo di ingegnerizzare
forme di NGF con aumentata permeabilità alla BEE.
Uno degi obiettivi di questa seconda parte della ricerca è quello di ottenere una espressione
stabile delle proteine di fusione C11- e C13-NGFP61R100E in cellule CHO. Mentre nel caso
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dell'espressione del hproNGF P61SR100E in Escherichia Coli la proteina non trova meccanismi
in grado di assistere al ripiegamento e processamento, questa viene depositata nei corpi di
inclusione. Per questo motivo per ottenere la proteina matura è necessario processare i corpi
di inclusione, eﬀettuare un refolding in modo tale che la proteina assuma la sua conformazione
nativa e inﬁne tagliare la proteina per ottenere l'NGF maturo. La produzione in cellule CHO ha
invece il vantaggio di produrre la proteina NGF P61SR100E-cyc direttamente come matura e nel
mezzo di colutura. Questo chiaramente permette di accorciare di molto i tempi di produzione.
C11 è stata inizialmente purﬁicata utilizzando una cromatograﬁa a scambio cationico, ba-
sandoci sul valore del pI e del protocollo di puriﬁcazione del hNGF P61SR100E ma, dato che
la proteina veniva eluita in presenza di altre proteine anche allungando il tempo di eluizione e
procedendo con step di gradienti, è stato necessario per C13 cambiare strategia di puriﬁcazione
e utilizzare una cromatograﬁa di aﬃnità. In questo modo, è stato possibile ottenere un picco
risoluto e analizzare le frazioni ad esso corrispondenti mediante un western blot. Il western
ha rivelato la presenza di una banda molto marcata a circa 20 kDa, che corrisponde al valore
del peso molecolare calcolato per C13. Questa banda è anche molto più marcata rispetto alla
banda della proteina C13 prodotta dalla Ciclogenix (utilizzata in questo caso come controllo
positivo), quindi la resa ﬁnale è stata molto più alta. La concentrazione è stata misurata al
nanodrop e si è vista essere di 0,6 µg/mL di sovranatante, quindi circa 90 µg di proteina.
Comunque sia, dato il western mostra la presenza di altre bande nella stessa frazione dove è
presente C13-NGF P61SR100E, sarà necessario delineare un preciso protocollo di puriﬁcazione.
Non si può escludere che la Ciclogenix abbia utilizzato la stessa strategia di puriﬁcazione dato
che le bande sono molto simili.
Inﬁne l'attività di C13 è stata testa in saggio quantitativo e proliferativo TF1 per valutare
l'attività biologica di entrambe le proteine di fusione (quella prodotta dal nostro laboratorio e
quella prodotta dalla Ciclogenix), nel saggio è stato incluso lo hNGF P61SR100E come controllo
positivo. I dati hanno mostrato che le due proteine di fusione hanno eguale capacità proliferativa
sulle cellule TF1 rispetto al controllo positivo.
Sarà interessante valutare se realmente queste proteine di fusione sono in grado di passare
con eﬃcacia la BEE.
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